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Resumo

Esse trabalho tem como objetivo estudar a estrutura enzimatica do dimero da
enzima Acetolactato Sintase (ALS) e sua conformagdo estrutural com a presenca e
auséncia de seus cofatores Dinucleétido de flavina e adenina (FAD) e a Tiamina pirofosfato
(TPP), que segundo algumas literaturas tem a funcao de auxiliar na estabilidade da enzima
e também como auxilio no processo enzimatico realizado pela mesma. Para isso foram
realizados simulagdes atomisticas de Dinamica Molecular em solugdo aquosa no ensemble
NPT, para se obter conhecimento de sua estabilidade na montagem de um nanobiossensor
utilizando microscopia de forca atémica (AFM). Os resultados mostraram que os cofatores
FAD e TPP pouco afetam na conformacao da enzima e no padréao do numero de ligagdes
de hidrogénio do sistema.



Abstract

This undergraduate thesis aims to study the enzymatic dimer structure of the enzyme
Acetolactate Synthase (ALS) and its structural conformation with the presence and absence
of its cofactors: Flavin adenine dinucleotide (FAD) and Thiamine pyrophosphate (TPP),
whose according to the literature has the function of assist the stability of the enzyme and
also a role in the enzymatic process. In order to shed light to these answers, atomistic
Molecular Dynamics simulations, in the ensemble NPT, were carried in aqueous solution, to
obtain knowledge enough to make a nanobiosensor with atomic microscopy force (AFM).
The results showed that the cofactors FAD and TPP do not affect significantly the enzyme

conformation on the hydrogen bond pattern of the system.
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1. Introducgao

Enzimas sdo um grupo de substancias organicas de natureza predominantemente

proteica, mas existem também enzimas constituidas de RNA, as chamadas ribozimas e de

tamanhos variados [25].

Os aminoacidos sao as unidades principais que compdem as proteinas. Os

aminoacidos contém um grupo carboxila e um grupo amina ligado ao mesmo carbono (o

carbono a) (Figura 1). Eles diferem entre si em suas cadeias laterais, ou grupos R, os quais

variam em estrutura, tamanho e carga elétrica [2].
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Figura 1: Representacéo geral do aminoacidos.

Existe um total de 22 aminoacidos diferentes e apenas 20 sdo usados pelas células

na sintese de proteinas (Figura 2). Estes ultimos sdo conhecidos como a-aminoacidos.
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Figura 2: Representacdo dos 20 aminoacidos.[19]



As enzimas tém como fun¢do converter uma substancia, chamada de substrato, em
outra denominada produto, e sado extremamente especificas para a reagdo que catalisam
[2].

Isso significa que, em geral, uma enzima catalisa um e s6 um tipo de reacdo
quimica. Consequentemente, o tipo de enzimas encontradas numa célula determina o tipo
de metabolismo que a célula efetua [26].

A atividade enzimatica pode depender da presenca de determinadas moléculas,
genericamente chamadas cofatores. A natureza quimica dos cofatores é muito variavel,
podendo ser, por exemplo, um ou mais ions metalicos (como o0 magnésio), ou uma molécula
organica (como o FAD ou TPP). Estes cofatores podem participar ou nédo diretamente na
reacao enzimatica [26].

Os cofatores presentes na estrutura enzimatica sdo como citados o FAD e o TPP
que sao moléculas organicas que possuem fungbes distintas na enzima. O TPP ele é o
cofator que faz a funcado de direcionar as moléculas de piruvato para a regido do sitio
reativo, enquanto o FAD n&o se tem ao certo sua fungéo definida no processo enzimatico.
(3]

Para a enzima em estudo a reacao catalisada produz uma molécula de acetolactato
e uma de gas carbdnico pela seguinte reagao:

2 CH,COCO, — "0,CC(0)CH2CO, + CO,

A enzima Acetolactato Sintase (ALS) é uma enzima encontrada em plantas e
microorganismos, sua representacado estrutural encontra-se na Figura 3. Ela catalisa a
primeira etapa da sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada: valina, leucina e isoleucina
[27].

Nas plantas a enzima é encontrada em seus cloroplastos, para o auxilio de
processos metabdlicos [24].

A enzima tem sido estudada devido aos inibidores da enzima que em sua maioria
sdo herbicidas que n&o sao legalizados em alguns paises, mas que no Brasil ainda sao
permitidos.

Atualmente, uma forma eficiente de deteccdo de herbicidas é a fabricacdo de
nanobiossensores utilizando microscépio de forga atbmica (AFM). A deteccao de herbicidas
inibidores enzimaticos, como o imazaquim é realizado funcionalizando a ponta de um AFM
com a enzima Acetolactato Sintase (ALS). Pesticidas como o imazaquim possuem grande
afinidade com a enzima e podem ser detectados com grande sensibilidade e em baixas
concentracdes. A interacao especifica entre a enzima e um pesticida resultara em resposta

mecanica detectavel pelo detector mecanico do AFM [32].



Buscando ao final possiveis caminhos para retirada desses herbicidas para se
calcular o Potencial de Forca Média (PMF), que utiliza a igualdade de Jarzynski para
estabelecer uma conexao entre o calculo do trabalho e energia realizado no processo fora
do equilibrio (simulacdo SMD) com um processo em quase equilibrio, como o experimento

de deteccao pelo biossensor de ponteira de AFM [31].

Figura 3: Estrutura da enzima ALS.

Com o objetivo de entender e prever o comportamento de sistemas reais, a

modelagem molecular engloba um numero de ferramentas e métodos computacionais que
sao usados para descrever e prever estruturas moleculares, propriedades de reagdes,
propriedades termodindmicas, entre outras [20, 21]. Sendo assim, a modelagem molecular
computacional é aquela que estuda as propriedades atomisticas com o uso da quimica
computacional e de técnicas de visualizagdo grafica. Este € um ramo no qual se estudam
sistemas quimicos e biolégicos mais complexos, com um numero elevado de particulas, da
ordem de 10%; podendo realizar calculos especificos e criar modelos que seriam

impossiveis de serem obtidos de outra maneira [22, 23].



Com o avancgo dos recursos computacionais, tratando-se de software e hardware, a
modelagem molecular computacional se desenvolveu de maneira surpreendente nas
ultimas décadas. No passado, a modelagem molecular computacional era restrita ao grupo
de pesquisadores e cientistas responsaveis pelo desenvolvimento dos componentes de
software utilizados. Nos dias atuais, diversos recursos e programas de modelagem estéo
disponiveis gratuitamente na rede web, sem ter a necessidade de ter uma pessoa em um

grupo de pesquisa destinada exclusivamente para o desenvolvimento de tais programas [9].



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Simular computacionalmente, a nivel molecular, a enzima ALS em solugdo aquosa, visando
estudar sua estabilidade estrutural com e sem seu cofatores.
2.2. Objetivos especificos

e Estudar os cofatores da enzima;

e Simular a dindmica estrutural da enzima em solugao aquosa na presencga e/ou na

auséncia de seus cofatores;
e Comparar os resultados para determinar a influéncia dos cofatores na estabilidade

geral e do sitio reativo da enzima.



3. Fundamentos teodricos

A modelagem molecular se preocupa em encontrar meios de reproduzir e prever o
comportamento de moléculas e sistemas moleculares [1]. Neste contexto a base da
Modelagem Molecular estd na criagdo de modelos tedricos, em escala atomistica, visando
relacionar propriedades moleculares importantes com propriedades macroscopicas de um
determinado sistema. Certos modelos tedricos utilizam métodos de Mecanica Quantica para
caracterizar propriedades eletrénicas do sistema, e certos modelos utilizam métodos de
Mecanica classica (Mecanica Molecular) para a descricéo fisica de sistemas moleculares
complexos em fase condensada [2].

O método da Mecéanica Molecular (MM) [4] baseia-se na visao classica de estrutura
molecular como um conjunto de esferas unidas por molas com constantes de forca
caracteristicas. O campo de forcas neste caso € constituido pelo somatério de termos de
energia relacionados as posi¢des de equilibrio do sistema (distancias de ligacao, angulos de
ligacao, angulos diedros, distancias de van de Waals, ligagbes hidrogénio, interacdes
eletrostaticas, etc.) as quais podem ser associadas penalidades energéticas para seu
afastamento, isto é, as constantes de forca das “molas”. Em geral, estas constantes de
forga sao avaliadas por meio de dados espectroscopicos. A principal vantagem da mecéanica

molecular é a rapidez na avaliagao de sistemas complexos [2].

3.1. Campo de forga

De acordo com definicdo da IUPAC, campo de forga pode ser descrito como “um
conjunto de fungbes e parametrizacdo usadas em calculos de mecéanica molecular” ao
fornecer, em detalhes, informacdes a respeito dos atomos e suas interagdes em uma
molécula considere-se aqui os termos relacionados as interagcdes entre atomos ligados e
nao-ligados entre si. Dentre os campos de forca mais utilizados atualmente cita-se: AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement), GROMOS (Groningen Molecular
Simulation packages), OPLS (Optimized Parameters for Liquid Simulation), CHARMM
(Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics) e Martini. Apesar de semelhantes, as
equacoes que os definem possuem particularidades que devem ser levadas em conta ao
optar por determinado campo de forca a ser utilizado no estudo de certo sistema, por isso

nao se trata de uma escolha ftrivial. Tal conclusdo foi adequadamente resumida [5]: “Nao



existe o0 melhor campo de for¢ca. A melhor opcdo de modelo e campo de forga depende do
tipo de sistema molecular e o tipo de propriedade na qual se tem interesse” [5] .

O campo de forca escolhido para desenvolver esse estudo foi o CHARMM27 [6],
considerando que seus parametros foram obtidos e otimizados para a descricao adequada
de biomoléculas, em especial proteinas. Além disso, a equagao de energia potencial total &
composta por sete termos sendo, portanto, mais completa que os demais campos de forca

empiricos [3].

3.2. Dinamica Molecular

Este campo de for¢ca usa como modelo de moléculas a idéia de atomos unidos por
ligagdes quimicas. A utilizacdo de pardmetros como potenciais harmdnicos linear e angular,
aliado a interagdes entre atomos néo ligados, o método constréi uma expressao de energia
potencial que depende somente das posi¢cdes atdmicas [1]. Isto implica que toda a dindmica
dos atomos é tratada através da mecanica classica utilizando as leis de Newton. Com base
nessas aproximagdes, o problema se reduz em descrevermos os diversos tipos de
interagbes presentes na molécula por fungbes matematicas classicas, cujos parametros
descrevem tais tipos de interagdes.

O campo de forga utilizado na descricdo de um sistema molecular possuem
basicamente quatro componentes que sido capazes de descrever as interacdes intra e
intermoleculares do sistema em questao [1]. Assim, o campo de forgca pode assumir uma
forma funcional descrita pelo potencial total (V,,, ), que inclui as interagdes ligadas,
descritas pelos os potenciais de ligagéo (V,), angular (V,), potencial Urey-Bradley de ligagao

(V) (disténcia entre atomos nas posigdes 1,3), torcional propria ( ), torcional impropria

V(Dprop

(v

simprop)» @S interagdes néo ligadas como o potencial de Lennard-Jones ou de van der
Waals (V) e potencial de coulomb (V,):

Vtotal:Vd+V9+VUB+V(pprop+V +VLJ+VC(1)

@improp
As expressodes explicitas de cada termo de energia potencial que define o

campo de forca sao apresentadas a seguir.

3.2.1. Potencial Harmoénico Linear

O estiramento entre dois atomos covalentemente ligados é descrito pelo Potencial
Harménico Linear ou potencial da ligagdo quimica, V,, o qual descreve a energia associada
ao desvio da distancia de equilibrio d, :

V =k (d—dy)*(2)



sendo d o comprimento da ligagédo entre dois atomos i e j, d, & o comprimento de equilibrio
e k, é a constante elastica da forga [3].

A distancia d, e a constante de forga s&o os pardmetros do campo de forga [7].

3.2.2. Potencial Harménico Angular
O desvio de angulos de seu valor de referéncia ou equilibrio 8, formado entre trés
atomos covalentemente ligados é descrito pelo potencial Harménico Angular, V,, dado por:
Vo =hke(0 —0,)* (3)
sendo 6 o angulo definido pela ligagéo, 6, € o angulo de equilibrio e k, &€ a constante elastica

da forga [8].

3.2.3. Potencial de Urey-Bradley
Diz respeito as interagbes entre pares de atomos separados por duas ligagbes
covalentes, conhecida como interagao 1,3:
Vs = kUB(’”1,3 - ’”1,3;0)2 (4)
Onde: r, ; € a distancia entre os atomos 1-3, r, ,, € a distancia de equilibrio e k ;€ a

constante de forga da interagéo Urey-Bradley [8].

3.2.4. Potencial Diedral Préprio(Torsional)

Considera-se um conjunto de quatro atomos ligados (i, j, k e ) Figura 4, onde o
angulo diedro x é definido como o angulo entre os planos formados pelos atomos ijk e jki,
em que o valor zero corresponde a conformacdo cis, na qual os atomos i e j estdo do
mesmo lado. Dessa forma, V) é a representagao explicita da barreira energética atribuido a
rotacdo dos atomos i e | ao redor da ligagao j — k.

V= (1 + cos(ny — 8))” (5)

Figura 4: Representacdo geométrica do angulo de torgéo.




Onde: k, € a constante que define a extensao da barreira energética para torséo, n é
0 numero de minimos na curva de energia potencial versus angulo de tor¢ao, x € o angulo
diedral da ligacao central em relagcao a quatro atomos e o é a diferenca de fase do angulo x
podendo o mesmo ser 0° ou 180° correspondendo, respectivamente, a um ponto de maximo

ou de minimo da curva. [3].

3.2.5. Potencial Diedral Impréprio
Esta associado com deformagbdes dos angulos de tor¢do improprios, ou seja,
aqueles associados a atomos de hibridizagao sp2, que geram deformacgdes fora do plano.
Termo presente em campos de for¢ga mais elaborados assim com o termo de Urey-Bradley.
V oimprop = ko(@ = 9p)’ (6)
Onde: k, improp € a constante de forgca do diedro imprdprio, ¢ € o angulo diedral

improéprio e @, € angulo diedral de equilibrio.

3.2.6. Potencial de Lennard-Jones (ou van der Waals)
A interagao de van der Waals de atomos nao ligados quimicamente é descrito pelo
potencial de Lennard-Jones. Este potencial para dois atomos i e j ndo ligados € dado por:
V= 48[371;2 - %j] (7)

sendo r; a distancia entre os atomos i e j, € a profundidade do pogo de energia potencial e o
o didmetro de Lennard-Jones, o qual depende dos tipos de pares de atomos. Cabe salientar
que este potencial é geralmente utilizado para descrever a interacdo de atomos separados

por trés ou mais ligagbdes covalentes, bem como para interagdes intermoleculares [3].

3.2.7. Potencial de Coulomb
A interacao eletrostatica entre dois atomos i e j é representada pelo potencial de
Coulomb, dado por:

V.= (8)

" Ameger,
sendo r; a distancia entre os atomos i e j, g, € g; sdo suas cargas parciais, €, a
permissividade no vacuo e ¢ a constante dielétrica do meio.
Usualmente, os parametros empregados na definigdo de cada termo do potencial
sdo determinados a partir de resultados de calculos de mecanica quantica e/ou por ajustes
a dados experimentais (cristalografia de raios-X, espectroscopia de infravermelho,

ressonancia magnética nuclear, etc) [3].



3.3. Equacodes e parametros da dinamica molecular

Na Dindmica Molecular, configuragdes sucessivas do sistema sdo geradas
integrando as leis de movimento de Newton. O resultado € uma trajetéria que especifica
como as posicoes e as velocidades das particulas do sistema variam com o tempo [1].

A trajetéria é obtida resolvendo a equacgéao diferencial, de acordo com a segunda lei
de Newton (F=m.a)[15]:

2 F,

F= 2 (9)

m;

55

A equacgdo (9) descreve o movimento da particula de massa m, ao longo da

coordenada (x; ), sendo F,

Xi?

a forca da particula nesta direcao.
Em um sistema contendo N moléculas, a interagcdo entre elas é descrita pelo

potencial total: V,

otal -

Assim, a forga F,; depende da posicdo de todos os atomos do sistema
através do gradiente de potencial.

F, =% ou F,=—4 (10)

O calculo do gradiente de potencial permite obter a forga F, . Assim, integrando
numericamente a equacado de Newton para a particula i em pequenos intervalos de tempo
At, na ordem de femtosegundos (1fs = 107"° segundos), pode-se obter um conjunto de
trajetérias para as particulas. Apds as alteragdes iniciais, o sistema vai atingir o estado de
equilibrio. Assim, com o conjunto de trajetérias em equilibrio podera ser extraido as

propriedades macroscopicas do sistema [9].

3.3.1. Algoritmo Leap-Frog

O algoritmo Leap-Frog é método simplificado para integrar numericamente as
equagdes de movimento. Este algoritmo calcula as velocidades na metade do intervalo de
integracao e usa estas velocidades para calcular as novas posigdes [10]:

v(t + 380) = v(t — 381) + Sta(?) (11)
r(t+8t) = r(f) + dtv(t + 351) (12)

Em outras palavras, as velocidades v(t+1/2 & ) sdo primeiramente calculadas das
velocidades v(t-1/2 & ) e a aceleragao no tempo t. As posigdes r(t+ & t) sdo deduzidas das
velocidades que foram calculadas ao mesmo tempo que as posi¢cdes no tempo r(t) usando
as equagdes (11 e 12). As velocidades no tempo t podem ser calculadas por meio de uma
expressao em série de Taylor:

V() = 3[v(t + 480) +v(t — 480)] (13)
O método leap-frog inclui explicitamente a velocidade em seus célculos. Entretanto,

uma desvantagem desta metodologia € que as posigdes e as velocidades nao sao
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sincronizadas, ou seja, ndo sao calculadas ao mesmo tempo. Isto implica que nao é
possivel calcular a contribuicdo da energia cinética para a energia total ao mesmo tempo

em que as posigdes sao definidas (energia potencial)[16].

3.3.2. Condigodes Peridédicas de Contorno

Na Dinamica Molecular, a simulagdo de um sistema molecular é realizada em uma
caixa virtual, resultando em dois problemas basicos. O primeiro, deve-se ao fato dos atomos
na borda da caixa presenciar forca diferentes dos atomos no centro da caixa, criando-se
efeitos de superficie [11]. Segundo, o nimero de particulas é relativamente pequeno se
comparado com um sistema fisico real, que possui atomos da ordem de Avogadro. Assim,
para minimizar esses efeitos aplica-se a condicio periddica de contorno, permitindo realizar
simulagdes com um numero relativamente pequeno de particulas e permitir que as
particulas consideradas sofram efeito dessas forcas como se estivessem no interior da
caixa de simulagao [1].

A aplicacao das condi¢des periddicas de contorno implica em realizar copias da
caixa de simulacdo em todas as dire¢des, resultando em um arranjo perioédico tridimensional
infinito. Um exemplo de condigbes periddicas de contorno em uma caixa bidimensional é
mostrado na Figura 5 onde cada caixa € recoberta por oito vizinhas de forma que em uma
situacdo tridimensional cada caixa é recoberta por 26 vizinhas. As coordenadas das
particulas nas caixas replicadas sdo computadas simplesmente somando e subtraindo o
comprimento das caixas nas integrais. Assim, durante a simulagdo, o movimento dos
atomos na caixa original sdo reproduzidos nas imagens periddicas. Quando um atomo sai
da caixa original atravessando uma das faces ao seu redor, uma de suas imagens entra
pela face oposta com velocidade idéntica, conservando o numero de dtomos e mantendo a

densidade constante na caixa de simulagao [17].
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Figura 5: Condi¢des periddicas de contorno em duas dimensoes [2].

Q+.F* 94\** Q+.‘*

3.3.3. Parametros Utilizados

Para a realizagdo dos calculos € necessario definir alguns outros parametros como
ajustar a temperatura e a pressao do sistema. Por trabalhamos com estruturas que foram
cristalizadas previamente o sistema requer um prévio tratamento.

Foi entao realizada uma termalizagdo em 3 trés etapas utilizando um sistema com
temperatura escalonavel primeiramente até 50K, posteriormente 150K e finalmente 310K,
utilizando o termostato V-rescaling [12] que ajusta a velocidade dos atomos mil vezes ao
longo de cada uma das trés etapas.

O sistema também teve sua pressdo mantida a 1 bar (ensemble NPT) com o
barostato de Parrinello-Rahman [13 e 14] que a partir dele os vetores da caixa seguem a

equacgao matricial do movimento.

3.4. Sistemas simulados

O estudo realizado utilizou a estrutura obtida a partir de modelagem por homologia e
Dinémica Molecular. [29, 30].

Foram propostos dois sistemas de acordo com as tabelas a seguir, para o estudo

por dinAmica molecular, de acordo com as tabelas:
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Tabela 1: Sistema 1, numero de atomos da enzima ALS com seus cofatores.

Nome Proteina Agua fon Sédio
Quantidade uma 93315 moléculas 11 ions
macromolécula
com 17591

atomos incluindo
os cofatores

Tabela 2: Sistema 2, nimero de atomos da enzima ALS sem seus cofatores.

Nome Proteina Agua fon Sodio

Quantidade | uma macromolécula 93400 moléculas 3 ions
com 17329 atomos

Para o sistema 2 a remocéao de seus cofatores foi realizada na estrutura inicial, para
que ndo houvesse alguma influéncia no estudo.

A caixa de simulacido utilizada em ambos os sistemas tinham 14,45697 nm x
14,45697 nm x 14,45697 nm, totalizando 3021,5643 nm?®.

As topologias foram obtidas diretamente do campo de forga, inclusive os cofatores
que foram parametrizados previamente [3].

Ambos sistemas foram solvatados explicitamente com moléculas de aguas do tipo
SPC.

3.5. Passos realizados

Na simulacao, foi utilizado o software GROMACS versao 5.1.5 [18] e com o campo
de forca CHARMMZ27 (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics) [6].

Os sistemas S1 e S2 foram minimizados em sua energia com o algoritmo steepest
descent [28]. E em seguida foi termalizado em 3 etapas de 100000 passos com integragao
de 1 fs, totalizando 100 ps cada uma das termalizagdes, e em temperaturas progressivas de
50 K, 150 K e 310 K.

Por fim, foi realizada as simulagbes computacionais para ambos os sistemas
integrando as equagdes de movimento com 20 milhdes de passos, totalizando 20 ns de
simulagdo, no ensemble NPT (isotérmico-isobarico) a 298 K e 1 bar. A taxa de
compressibilidade foi de 4,5.10° bar” e a pressé&o foi mantida a 1 bar pelo acoplamento do

barostato de Parrinello-Rahman [13 e 14]. A temperatura foi mantida a 310 K através do
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termostato V-rescale [12]. O integrador utilizado foi o leap-frog, com intervalo de de

integracao de 1 fs.
4. Resultados e Discussées
4.1. Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD)
A raiz quadrada do desvio quadratico médio de certos atomos de uma molécula, em

relagdo a uma estrutura de referéncia, pode ser calculado com o com o comando gmx rms

pelo ajuste do quadrado minimo da estrutura, com relagcdo a estrutura anterior em cada

passo da integracao [18], de acordo com a equagao (15):
N

RMSD(, 1) = [ X mlri(r) = ()| (15)

N
onde M =) m,er/t)é a posicdo do atomo i no tempot. E t,=¢7,—1 onde t € 0

i=1
tempo anterior. Na Figura 6 temos o RMSD de ambas estruturas em estudo.

Figura 6: RMSD de toda a estrutura enzimatica ao longo da simulagéo.
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Pode-se entdo observar a menor variagdo estrutural na enzima com a presenga dos
cofatores, mas como a variagdo nao € muito significativa, sugerindo um refinamento nas

analises. Na Figura 7 temos o grafico do RMSDist das estruturas.
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Figura 7: RMSDist de toda a estrutura enzimatica ao longo da simulagao.
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Por esse motivo foi feito também o calculo do RMSDist, semelhante ao do RMSD,
mas que ao invés de calcular a posicdo do atomo com relagdo ao tempo anterior, ele
calcula esse desvio sempre com relagao a estrutura inicial, de acordo com a equagéao (16):

N N
RMSDisi(t) = [ % 2 liry @ (O (16)

onde rl.j € a distancia entre os atomos no tempo t em comparacao com a distancia entre os

mesmos atomos no tempo t=0.

E entdo possivel analisar que a enzima na auséncia de seus cofatores (em
vermelho) tem uma variacéo estrutural maior que a enzima com seus cofatores. O que nos
informa que realmente a presenca dos cofatores pode ser de grande importancia para a
estabilidade estrutural da enzima.

Na tentativa de compreender melhor a contribuicdo dos cofatores nesta estabilidade
estrutural enzimatica, o calculo de RMSD foi refinado para a analise de apenas os
aminodacidos da regido do sitio reativo da enzima. Estes calculos culminaram em outros dois

graficos que podem ser observados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8: RMSD do sitio reativo da enzima ao longo da trajetéria.
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Figura 9: RMSDist do sitio reativo da enzima ao longo da trajetoria.
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Pela analise do RMSD das simulagbes dos dois sistemas, um comportamento
parecido foi constatado. De acordo com a Figura 6, o sistema 2 foi o que sofreu maior
flutuacdo conformacional. Em ambos os sistemas, o RMSD varia consideravelmente e os
sistemas tendem alcancar uma relativa estabilidade préoximo a 6 ns de simulagdo, com uma
flutuacdo em torno de 0,43 nm para o sistema 2 , com relagao ao sistema 1, a variagao foi
um pouco menor, de 0,39 nm. Entretanto, a média da flutuacao foi em torno de 0,39 nm
para o sistema 1 e 0,40 nm para o sistema 2.

Para a analise do RMSDist das simulag¢des, 0 comportamento observado nos mostra
que ambas estruturas apés cerca de 10 ns de simulagdo sofrem variagdes totalmente
diferentes, em que o sistema 1 se estabiliza préximo a 16 ns de simulagdo, enquanto o
sistema 2 nao se estabiliza. O motivo dessas desestabilizagcao pode atribuido a auséncia do
cofator FAD, onde na literatura se suspeita de sua influéncia como estabilizador da estrutura
geral da enzima [3].

Nas analises dos residuos de aminoacidos do sitio reativo podemos notar que nao
existe um flutuacdo grande em que ambos sistemas se estabilizam de forma a confirmar de

que os cofatores ndo causam influéncia no sitio reativo da enzima.

4.2. Interagoes por ligagoes de hidrogénio

Para estudar o comportamento das estruturas enzimaticas frente ao solvente foi
entdo realizado o calculo do numero de ligagdes de hidrogénio tanto intra, como inter
molecular em que podemos observar o quanto as estruturas interagem entre si e com o
solvente.

O programa analisa as ligagdes de hidrogénio entre todos os possiveis doadores (D)
e aceptores (A). Para determinar se a ligagao de hidrogénio existe, é utilizado um critério
geomeétrico, de acordo com a Figura 10:

Figura 10: Critério geométrico para considerar uma ligagédo de hidrogénio [18].

Onde r ¢ a distancia entre o doador e aceptor e « € o angulo da ligagao de

hidrogénio.
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Primeiramente foi analisado o numero de interagbes de hidrogénio intramolecular

como mostra a Figura 11:

Figura 11: Numero de liga¢des de hidrogénio intramolecular.
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A partir dessa imagem, foi feito o calculo do numero de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares para verificar o efeito do solvente ao longo do calculo, como mostrado na

Figura 12:
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Figura 12: Numero de ligagdes de hidrogénio intermoleculares.
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Como podemos observar com os graficos acima a enzima na auséncia dos cofatores
perde ligacdes de hidrogénio intermolecular ao longo do tempo e essas interagdes
“perdidas” ndo sao refeitas na forma de ligagbes intramoleculares, o que nos mostra que
sua estrutura tem menos estabilidade em agua do que a enzima com os cofatores.

Entdo, a analise foi refinada para a regido do sitio reativo da enzima, para se obter

de forma mais precisa essas interagdes, como mostra as Figuras 13 e 14.
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Figura 13: Numero de ligagcbes de hidrogénio intramolecular da regido do sitio reativo

da enzima.
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Figura 14: Numero de liga¢des de hidrogénio intermolecular da regido do sitio reativo

da enzima.
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Com esse refinamento podemos notar que a regido do sitio reativo da enzima tem

praticamente a mesma estabilidade, quando comparado com a estrutura sem os cofatores.

4.3. RMSF: Raiz Quadrada da Flutuagao Quadratica Média

Para determinar a flutuagdo estrutural foi realizado o calculo de RMSF que foi
refinado para se realizar o estudo apenas da regido do sitio reativo das estruturas. Esse
calculo tem como principal fungdo mostrar o deslocamento dos residuos de aminoacidos
dos sitio reativos. Seus calculo € um cumulante do RMSD e sua representagdo é um

histograma dos dados, como mostrado na Figura 15:
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Figura 15: RMSF do sitio reativo da enzima ao longo da trajetéria.
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Como mostrado no grafico de RMSF ambas estruturas possuem flutuagdes muito
préximas, 0 que nos permite mais uma vez confirmar que os cofatores nao tem influéncia de

estabilidade estrutural no sitio reativo.

4.4. Raio de Giro

Por fim, foi entdo feito o calculo do raio de giro que representa o movimento dos
atomos com relagdo ao centro de massa da estrutura. O calculo de raio de giro, assim
como o do RMSF foi refinado para se obter apenas a regiao do sitio reativo da estrutura, de

acordo com a equagao 18:
_ ZiHriHZmiJ
R, = < )2(18)
onde m; é a massa do atomo i e r, sua posicdo com relacdo ao centro de massa do

sitio reativo, de acordo com a Figura 16:
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Figura 16: Raio de giro do sitio reativo da enzima ao longo da trajetéria.
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Com o calculo do raio de giro da regido do sitio reativo, nos confirma mais uma vez

que os cofatores nao influenciam na estabilidade estrutural do sitio reativo enzimatico.
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5. Conclusodes

A utilizagcdo da metodologia por dindmica molecular permitiu a comparagcao das
estruturas da enzima em meio aquoso. A simulagdo também nos mostrou que seu sitio
reativo ndo sofre influéncia estrutural com relacdo ao cofatores que foram analisados.
Também foi possivel observar que as flutuacbes conformacionais durante a simulacéao foi
observado que o sitio reativo da estrutura com os cofatores variou um pouco mais do que
na auséncia dos mesmos, de forma a obter estabilidade ap6s 6 ns de simulagcéo . Esta
variagao pode ser atribuida a auséncia do cofatores na simulacéo.

Os resultados obtidos ainda nao elucidam o comportamento real da ALS em agua,
visto que, principalmente em termos de RMSD, a estrutura enzimatica ndo convergiu
totalmente a uma estabilidade conformacional. Com relagdo ao cofator FAD embora com
funcdo ainda ndo bem esclarecida na literatura este ndo mostrou grande participagéo na
estabilidade enzimatica visto que os residuos que interagem com O mesmo nao
apresentaram diferencas notaveis com relagao as flutuagcdes conformacionais na presenca
e auséncia de tal cofator.

Por fim, os resultados obtidos indicam a necessidade de realizacdo de simulacbes
de DM mais longas do modelo obtido para uma melhor compreensao do comportamento da
ALS em meio aquoso, em especial englobando ao sistema o cofator TPP, que segundo a

literatura tem grande influéncia no processo enzimatico.
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6. Trabalhos Futuros
Aumentar o tempo de simulagao de dindmica molecular para 1000 ns;
Estudar o funcionamento do cofator TPP tanto para reacdo enzimatica
quanto para a sua inibi¢ao.
Parametrizar alguns herbicidas no campo de forga;
Realizar um estudo do sitio reativo frente aos herbicidas parametrizados;
Estudo de possiveis caminhos para retirada desses herbicidas para se
calcular o Potencial de Forgca Média (PMF), que utiliza a igualdade de
Jarzynski para estabelecer uma conexdo entre o calculo do trabalho e
energia realizado no processo fora do equilibrio (simulagdo SMD) com um
processo em quase equilibrio, como o experimento de deteccdo pelo
biossensor de ponteira de AFM,;
Estudo mais aprimorado da estrutura da enzima ALS para sua imobilizagdo
da ponteira do AFM utilizando o Modelo Rigido proposto por [31] e sugestao
das condi¢des 6timas de funcionamento do nanobiossensor;

Construcéo e utilizacdo do modelo experimental do nanobiossensor proposto.
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