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RESUMO

A transtirretina (TTR) ¢ uma proteina que exerce diversas funcdes no organismo dos
vertebrados, dentre as quais inclui-se o transporte de hormonios tireoidianos que sdo de
extrema importancia para o controle do metabolismo e da temperatura do corpo. Contudo,
foram identificados homologos dessas proteinas em organismos invertebrados, os quais, por
sua vez, possuem atividade de HIUase (conversio de S5-hidroxi-isourato em
2-0x0-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina, OHCU, a segunda etapa da via de
decomposi¢do de Acido Urico), suscitando diividas sobre o histérico evolutivo da familia de
proteinas TTR. Durante a evolu¢do, muitos genes passam por processos de duplicagdo e
divergéncia, sendo elas grandes for¢as motrizes da neofuncionalizagdo. Um exemplo desses
fendmenos € o gene responsavel pela expressdo da proteina TTR, a qual divergiu da fun¢do de
HlUase (5-Hidroxiisourato Hidrolase) para o transporte de T4. Este trabalho avaliou a
atividade enzimdtica de uma proteina ancestral reconstruida destas familias de proteinas e
comparou com a atividade de HIUases modernas. Para o estudo da atividade enzimatica das
estruturas foi utilizado métodos hibridos QM/MM na qual consistem em compartimentar o
sistema a ser simulado em regides classica e quantica. Dito isso, € possivel calcular o perfil de
energia potencial e energia livre da quebra e formagdo de ligacdes quimicas. Dois diferentes
métodos foram utilizados para o calculo da estrutura eletronica da regido quantica, PM6 e
AMldphot, que foram avaliados a fim de procurar o melhor método para amostrar a
coordenada de reacdo. Além disto, foi feito dindmica molecular das estruturas ligadas ao
substrato, intermedidrio e produto da reagdo a fim de avaliar a afinidade de ligacdo usando
MMPBSA e a estabilidade estrutural calculando o RMSD. Foi concluido que a estrutura
ancestral se comportou de forma parecida com outras HlUases e o método AM1dphot
qualitativamente mostrou de forma mais comportada as geometrias da coordenada de reagao.
Contudo ndo foi possivel validar o método de calculo de energia livre devido ao

desconhecimento da etapa limitante da reagao.

Palavras chave: QM/MM, Evolugao Molecular, Dindmica molecular, Enzimologia



ABSTRACT

Transthyretins (TTR) are proteins that perform several functions in the human body, like
thyroid hormones transport in the cerebrospinal fluid. Those hormones are very important in
the metabolism and body temperature regulation. Despite the specific functions performed by
the TTR, other proteins that have homology with those showed a completely different
function, that was the participation in the metabolism of uric acid. These proteins in question
were the HIUase, an enzyme that converts the second metabolite in the degradation pathway
of uric acid. Along evolution, several genes can duplicate, and after the duplication those can
diverge from the initial function, and these processes lead to the neofunctionalization of the
genes. The TTR and TTR like families of proteins are an example of neofunctionalization,
where the HIUase proteins diverge to the thyroid transporter family TTR. In this work, we
evaluated the enzymatic HIUase activity of an ancestral protein that was inferred between all
the TTR and HIUases sequences in the protein sequence database, and once determined it’s
activity we also compared with the catalytic properties of a modern HlUase from the Danio
rerio. For the study of the enzymatic activity of the structures, hybrid QM/MM methods were
used, which consist of compartmentalizing the system to be simulated into classical and
quantum regions. With that said, it is possible to calculate the potential energy profile and free
energy of bond breaking and formation. Two different methods were used for calculating the
electronic structure of the quantum region, PM6 and AM1dphot, which were evaluated to find
the best method for sampling the reaction coordinate. Additionally, molecular dynamics of the
structures bound to the substrate, intermediate, and product of the reaction were performed to
evaluate binding affinity using MMPBSA and structural stability by calculating RMSD. It
was concluded that the ancestral structure behaved similarly to other HIUases and the
AMIdphot method qualitatively exhibited the reaction coordinate geometries more reliably.
However, it was not possible to validate the free energy calculation method due to unknowns

regarding the rate-limiting step of the reaction.

Keywords: QM/MM, Molecular Evolution, Molecular Dynamics, Enzymology
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtirretinas e HIUases

A transtirretina (TTR) € uma proteina que exerce diversas fun¢des no organismo dos
vertebrados, dentre as quais inclui-se o transporte de hormonios tireoidianos que sdo de
extrema importancia para o controle do metabolismo e da temperatura do corpo. Nesse
processo, o hormdnio em sua forma inativa (T4) ¢ transportado no sangue, principalmente por
proteinas como a globulina de ligagdo a tiroxina (Kohrle J., 2007). Porém, no fluido
cerebrospinal (CSF), o principal transportador desses hormdnios na forma T4 sdo as proteinas
TTR (Hagen, G. A., Elliot, W. J., 1973). Evidéncias mostram possiveis outras fungdes para a
TTR, como distribuicao de retinol, atividade de metaloprotease e prevencao de B-amiloides no
CSF (Kanai et al., 1968; Monaco et al. 1995; Liz et al., 2012; Schwarzman et al., 1994).

Foram identificados homdlogos dessas proteinas em organismos invertebrados, os
quais, por sua vez, possuem atividade de HIUase (conversao de S5-hidroxi-isourato em
2-0x0-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina, OHCU, a segunda etapa da via de
degradacio do Acido Urico), suscitando duvidas sobre o histérico evolutivo da familia de
proteinas TTR (Richardson S., Cody V., 2009). A familia de proteinas HIUase compartilhou
em média 35% de identidade com a familia de TTRs em um alinhamento multiplo com 49
sequéncias (Eneqvist et al., 2003), além de seus sitios de ligagao também serem localizados na
mesma regido da interface entre os dimeros (Eneqvist et al., 2003; Hennebry et al., 2006; Jung
et al., 2006; Lundberg et al., 2006; Zanotti et al. 2006). Essas evidéncias mostram que existe
um caminho evolutivo em comum entre as duas familias de proteinas e que, em algum ponto,
deve ter existido um ancestral comum.

Durante a evolu¢do, muitos genes passam por processos de duplicagdo e divergéncia,
sendo elas grandes forgas motrizes da neofuncionalizacdo. Um exemplo desses fendmenos € o
gene responsavel pela expressdo da proteina TTR, a qual divergiu da fungdo de HIUase
(5-Hidroxiisourato Hidrolase) para o transporte de T4 no CSF e das outras fungdes
mencionadas anteriormente nos organismos vertebrados (Yamauchi K., Kasai K., 2018). Este
trabalho avaliou a atividade das HIUases dentro da filogenia de uma proteina ancestral
comum entre HIUases e Transtirretinas que foi reconstruida no trabalho de Lucas Carrijo et a/

2021.
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1.2. Metabolismo do acido urico

Em primatas, principalmente hominideos, o metabolismo das purinas termina na
formacgao de 4cido trico, que ¢ excretado pela urina como destacado na Figura 1. Kratzer J.
T. et. al (2014) na Figura 2, mostraram evidéncias que houve sele¢ao ao longo do tempo para
a diminui¢do da atividade catalitica da Uricase, enzima responsavel pela oxidagdo do acido
urico (Kratzer J. T. et al, 2014). Essa diminui¢do da atividade enzimadtica da Uricase leva a
uma condi¢do de hiperuricemia, e o acimulo de 4cido urico esta relacionado também a
doengas cardiovasculares e hipertensdo, que nos EUA ¢ uma das principais causas de morte
anuais (Watanabe S., et al 2002). No Brasil cerca de 388 pessoas morrem por dia por
hipertensao, ¢ as doengas cardiovasculares também sao uma das principais causas de morte

nas Américas em geral (OMS 2023, Ministério da Satde 2023) .

Xantina < Hipoxantina
antina
desidrogenase
Humanaos
Primatas Hominideos

Pissaros Acido Urico’

Répteis

Insetos terrestres Urato
Oxlidase

. s Mamiferos além de
S5-Hidroxiisourato primatas & cami -
(HIU}? dipteros

HIL
i Hickralase

2-Oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidomidazoline

S-Alantoina*

Alantoinase

Aantoato
Alantoato® _98MiNase o yreidoglicina
Ureidoglicina
aminahidrolase

(OHCU)®

Alantolcase M
Anialeass (S)-ureidoglicolato”
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Figura 1 - Via de degradacao das purinas.

Muitos mamiferos e outros primatas percorrem a via da degradagdo das purinas até a
formagdo de alantoina, enquanto em hominideos a via termina na formagao do acido urico. A
urato oxidase (Uricase), HIU hidrolase (HIUase) ¢ OHCU descarboxilase sdo as enzimas

responsaveis por continuar a degradacao do acido trico. Adaptado de Lee . R. et al, 2013.
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Contudo, por que a evolugdo selecionaria genes que podem acarretar tais comorbidades?
Evidéncias destacam que a hipertensdo e as doengas cardiovasculares sdo consequéncias de
habitos alimentares modernos, causados pela dieta baseada em alimentos industrializados e o
excesso de sodio (Watanabe S., et al 2002). As principais hipoteses explicam que as mutagdes
na uricase aconteceram no mioceno, € que a alimenta¢do dos nossos ancestrais, baseada em
frutas e baixa quantidade de sais, propiciou o silenciamento de parte da via da degradacao das
purinas, levando ao acimulo do &cido urico (Kratzer J. T. et al, 2014, Watanabe S., et al
2002). A hiperuricemia no contexto moderno pode trazer comorbidades, porém no contexto
de nossos ancestrais, a dieta frugivora combinada ao aciimulo de acido urico concederia
vantagem evolutiva ao induzir um maior acimulo de triglicerideos (Kratzer J. T. et al, 2014).
Na Figura 2, nota-se uma grande queda, de quase duas ordens de grandeza, da atividade
catalitica das Uricases antes mesmo da perda da atividade nos hominideos. No entanto, ¢
possivel que o silenciamento da fungdo da Uricase tenha um impacto na atividade das
proteinas subsequentes da via. Sabendo disso, a perda gradual da fun¢do dessas enzimas e seu
silenciamento poderia afetar a atividade de enzimas posteriores como, por exemplo, a

HIUase?
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0.006 . S | - i i H :( Lot : :
- ’ H -|-‘_,- 2] :
E P4 H n33| Humano
£ 0004 P H i 9 10 (6]
- A i An32| . (o/Lnd. Chimpanzé | ¥
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Figura 2 - Reconstrucio ancestral das Uricases.
A diminuicao da atividade enzimatica ao longo dos anos por volta de 20 MYA. Os nimeros

azuis representam a eficiéncia catalitica. Adaptado de Kratzer J. T. et al, 2014.
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1.3. Estrutura e fun¢ao das HIUases

A HIUase, assim como a TTR humana, ¢ uma estrutura homotetramérica na qual cada
mondmero tem por volta de 55 KDa e 120 residuos de aminoacidos. Sua estrutura ¢ formada
por 8 fitas beta divididas de A a H que formam 2 folhas-beta. Todas as fitas interagem de
forma antiparalelas, com excecdo das fitas A e G. Ao todo, 7 alcas ligam as folhas-beta, que
possuem de 12 a 15 residuos, com a ultima alga, situada apos a fita H, que contém uma
alfa-hélice composta de 7 residuos (Blake C. C. F. et al, 1974). A estrutura dos dimeros pode

ser observada na Figura 3.

Figura 3 - Dimero de TTR humana.
Os mondmeros da TTR humana formam dimeros que interagem de forma espelhada, expondo

a regido hidrofdébica das folhas beta (Blake C. C. F. et al, 1974).

Os dimeros se ligam mediante interagdes das fitas beta H e F de forma antiparalela,
como mostrado na Figura 3. O homotetramero ¢ formado pela complexacdo de um dimero de
dimeros mediado pela interagdo das fitas CBEFF’E’B’C, formando uma cavidade central de
aproximadamente 10 A3. A cavidade formada é predominantemente hidrofobica, permitindo a

ligagdo das moléculas transportadas pela TTR humana. Por sua vez, a HIUase forma um



19

homotetrdmero no qual a cavidade central ¢ polar e carregada (de Oliveira et al., 2021).
Apesar das diferengas na fungdo, a estrutura da HIUase e TTR humana se conservam, ¢ em

um alinhamento ¢ possivel obter RMSD inferior a 2 A, como mostrado na Figura 4.

RMSD - 0,684 A RMSD - 0,384 A

Figura 4 - Homologia estrutural entre TTR e HIUase.
Alinhamento estrutural entre HIUase de Danio rerio (verde) e TTR humana (roxo) e HIUase

Ancestral (Amarelo). Alinhamento gerado pelo PyMol.

A Figura 4 mostra a conservagao estrutural e a homologia entre as TTR e HIUases. No
entanto, ha divergéncia das fung¢des, oriundas de pequenas diferengas estruturais entre as duas
familias. Dito isso, as propriedades fisico-quimicas dos residuos cataliticos possuem
influéncia na neofuncionalizagdo das TTR. Por sua vez, os aminoacidos carregados presentes
na regido catalitica da Hidroxi Isourato Hidrolase sdo importantes para a captura de uma
molécula de 4gua e consequentemente o inicio da catdlise enzimatica, enquanto os residuos
hidrofébicos nas Transtirretinas desempenham um papel importante na ligagdo ao T4.

Existem na literatura medidas das propriedades cinéticas da reagdo da HIUase de
Klebsciella pneumoniae, assim como o impacto de mutagdes em residuos importantes. French
J. B (2011) propds também um mecanismo de acdo para a hidrdlise do SHIU, dada pela

Figura 5.
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Figura S - Conversao do SHIU em OHCU.
Mecanismo de reagdo proposto por French J.B para a HlUase de Klebsciella pneumoniae

(French J. B.; Ealick S. E., 2011).

Nesse mecanismo proposto, nota-se o papel dos residuos de histidina e arginina,
aminodcidos carregados com grande importancia na catdlise enzimatica em ambas as etapas.

Na qual, como observado na Tabela 1, possui grande impacto no Km e no Kcat da enzima.

kl.:ill (5_1} Km (“M) kca:i"llKl‘n (M_l S_IJ
Native KpHIUH 172 £2 103 + 2 1.7 x 10°
H7N 0.8 £ 0.09 4400 = 500 1.8 x 107
R41K 347+ 04 195+ 3 1.8 x 10°
HY2N 0.35 £ 0.01 430 £ 10 82 x 10°
S108A 81 £0.7 93 £ 2 8.7 x 10°

Tabela 1 - Parametros cinéticos da HIUase de Klebsiella pneumoniae.
A Tabela mostra o impacto de mutagdes em residuos importantes na cinética enzimatica da

estrutura. (French J. B.; Ealick S. E., 2011).

Dito isso, ¢ possivel inferir que a primeira etapa da reacao e a coordenagdo de uma
molécula de 4gua no sitio ativo podem ser cruciais para a cinética da reacdo. Na segunda
etapa, por sua vez, a substituicdo da arginina pela lisina pode diminuir a cinética da reagao,
porém demonstrando um pequeno impacto na afinidade do substrato em pM. A substitui¢do
da serina na posi¢do 108 também teve impactos, contudo menos relevantes comparados aos

outros, apesar de ser uma posi¢ao conservada em todas as estruturas de HIUase.
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1.4. Reconstrucao de Ancestrais

Em um recente trabalho do Laboratorio de Biologia Computacional de Proteinas da
UFMG, ancestrais de transtirretinas em trés pontos diferentes de sua evolu¢do foram
calculados pela técnica de reconstrucdo de sequéncias ancestrais, expressas em E. coli e
caracterizadas por cristalografia e calorimetria (L. Carrijo ef al, 2021 ). As duas ancestrais de
transtirretina calculadas ap6s o evento de duplicacao gé€nica (uma referente a mais antiga
ancestral comum de transtirretinas apos a duplicacdo e outra a ancestral comum das
transtirretinas de FEutheria) foram capazes de se ligar ao T4 segundo os experimentos de
calorimetria. A mais antiga teve estrutura cristalografica determinada por difracdo de raios-x,
observando-se a presenca de duas moléculas de T4 em seus sitios de ligagdo. Ja a ancestral de
todas as transtirretinas e HIUases de vertebrados (isso €, a que representa a sequéncia mais
provavel antes do evento de duplicag@o) foi incapaz de se ligar ao hormonio T4. No entanto,
uma analise de docking sugere que ela teria sido capaz de se ligar ao 5-hidroxi-isourato
(produto da primeira reacdo de degradagdo de acido urico pela uricase) de forma similar ao de
HIUases modernas (de Oliveira et al., 2021). Neste trabalho, portanto, propde-se avaliar a
atividade de HIUase da proteina ancestral e compara-la a de hidroxi isourato hidrolases

modernas, evidenciadas na Figura 6.

Ancestral
(Tkon)

Transtirretinas

Danio reria
12h1x)

Figura 6 - Reconstrucio ancestral das Hidroxi Isourato Hidrolases em vertebrados.

A proteina ancestral foi comparada com a estrutura moderna do Danio rerio.
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Entre a estrutura ancestral que serd analisada e a estrutura moderna do Danio rerio,
nota-se uma semelhanga estrutural entre as proteinas, com algumas pequenas diferengas,
como evidencia a Figura 7. Na Figura 4, a regido da alfa hélice, assim como o sitio ativo,
demonstra diferengas espaciais. O sitio ativo, por sua vez, possui divergéncia no volume da

cavidade, onde a estrutura ancestral possui um maior espaco na regido catalitica.

‘_,;;.n-!- v

CUd 4‘\ e 5
r/ \f
¢

Figura 7 - Tetrameros das estruturas de HIUase analisadas e posicoes dos residuos
cataliticos.
A posi¢do dos aminoacidos importantes se conservam nas estruturas de Danio rerio (verde) e

a ancestral (ciano). Figuras geradas pelo PyMol e Chimera X.

Apesar disso, os residuos cataliticos conservam sua posicdo nas estruturas e
sequéncias das HIUases como evidencia a Figura 7 e Figura 8 respectivamente. No
alinhamento da sequéncia, os aminoacidos conservam suas propriedades de polaridade e carga
em geral. Todavia, as divergéncias encontradas possivelmente levam as pequenas mudancas

estruturais observadas anteriormente, apesar da alta identidade entre as estruturas.
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Figura 8 - Homologia das sequéncias analisadas.
Alinhamento realizado pelo UniProt das estruturas analisadas e uma estrutura de TTR

humana.

Para comparar a atividade enzimatica das estruturas, foram utilizados métodos
hibridos QM/MM de simulagdo molecular. Para computar a contribui¢io energética da quebra
e da formagdo de ligagdes quimicas, € necessario o uso da mecanica quantica. Dessa forma,
podemos obter os perfis de energia potencial e de energia livre das reagdes quimicas nas
diferentes estruturas analisadas. A partir de uma coordenada de reagdo, podemos calcular
pardmetros cinéticos e avaliar a atividade enzimatica dessas estruturas. Comparando as
barreiras e os perfis de energia da proteina ancestral com estruturas modernas, ¢ possivel
constatar se a proteina ancestral inferida se comporta de forma parecida com as proteinas

conhecidamente ativas e se possui uma maior ou menor constante cinética de catalise.

1.5. Métodos Hibridos QM/MM

A estratégia de compartimentar sistemas moleculares em diferentes niveis de teoria é
conhecida como métodos hibridos. Durante a popularizagdo das simulagdes moleculares de
biomoléculas, os métodos hibridos tornaram-se emergentes, chegando a ter um trabalho
laureado com o prémio Nobel em 2013 pelo desenvolvimento dos métodos QM/MM

(Clemente C. M., 2023). Entretanto, apesar do grande salto computacional observado no
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século XXI, a tarefa de resolver a equagdo de Schrodinger para moléculas grandes como
proteinas ainda ndo ¢ um horizonte palpavel. De forma a diminuir o custo computacional do
estudo desses grandes sistemas, foi necessario o desenvolvimento de estratégias para diminuir
0 processamento necessario e ainda ser capaz de recuperar informagdes energéticas
importantes para os processos quimicos. Dito isso, na explora¢do da atividade enzimatica de
proteinas, a utilizagdo dos hibridos QM/MM pode ser uma Otima alternativa para se obter
informacodes cataliticas. Esse método foi utilizado, por exemplo, para determinar o mecanismo
das Glicosilases de timina do DNA (Kanaan N. et al., 2015). Esse tipo de estratégia ¢
amplamente aplicado quando a pergunta envolvida requer o entendimento da reatividade
quimica das enzimas. Para isso, deve-se separar o sistema em regides qudntica € classica.
Dessa forma, ¢ possivel utilizar a mecanica quantica para calcular a estrutura eletronica na
regido do sitio ativo, enquanto a regido classica permitiria obter os impactos da estrutura da
proteina em sua atividade enzimatica, assim tendo um maior custo-beneficio computacional
(Clemente C. M., 2023). Porém, ¢ preciso haver um hamiltoniano hibrido capaz de comunicar
as duas interfaces teoricas, para que as cargas parciais da regido classica tenham interagao
com os elétrons da parte quantica.

Neste trabalho, utilizamos o hamiltoniano hibrido desenvolvido pela equipe do

software pDynamo (Field M. J., 2008), dado por:

Grande quantidade

Poucos atomos )
de atomos

Regido de
interacdo —
entre as
interfaces
(H )L-,r;:( H) o+ (H )y +(H) o aan

Apenas QC Apenas MM Hibrido

Figura 9 - Método Hibrido QM/MM.
Esquematizacao da divisdo dos sistemas hibridos QM/MM e equacao do hamiltoniano efetivo

do sistema que consiste na somatdria dos hamiltonianos de cada partigao.
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Equacio 1 - Hamiltoniano hibrido.
Composto de um termo de Coulomb e outro de Lennard Jones, responsaveis por comunicar as

cargas parciais da regido classica com as particulas da regido quantica, em que s € i sd0 0s

elétrons e as cargas dos nucleos QM, respectivamente, em as cargas parciais MM.

O hamiltoniano hibrido consiste em um termo de Coulomb responsavel por recuperar a
energia de interagdo das cargas e em um termo do tipo Lennard Jones que computara as
contribui¢des de energia das repulsdes entre os nicleos das duas interfaces tedricas.

Para calcular a barreira de energia responsavel pela transferéncia de uma hidroxila de
uma molécula de 4dgua para o substrato 5-hidroxi-isourato da enzima HIUase, utilizamos a
interface grafica EasyHybrid (Bachega J. F. R., 2013). As coordenadas de reacao foram
calculadas tanto para a HIUase ancestral anterior a duplicagdo génica obtida pela estrutura
cristalografica publicada (cédigo PDB: 7KCN), quanto para uma enzima de um vertebrado
moderno (Danio rerio) obtida pela estrutura cristalografica publicada (codigo PDB: 2H1X).
As coordenadas sao calculadas de forma manual utilizando uma proposta de mecanismo como
referéncia, e a partir dessas coordenadas obtemos um perfil da superficie de energia potencial.

A energia potencial de um sistema por si s6 ndo ¢ capaz de nos fornecer as
informacdes cinéticas desta reacdo. Dito isso, utilizamos o método de termodinamica
estatistica Umbrella Sampling para recuperar a energia livre ao longo da coordenada de reacgao
(Laidler K. J et al, 1965, Field M. J, 1999). A partir de uma coordenada de reacao ¢ possivel
calcular o PMF (Potential of Mean Force) e gerar o perfil de energia livre daquela coordenada
de reacdo. Para isso, ¢ necessario realizar dinamicas moleculares em cada janela gerada na
coordenada de reagdo a fim de obter o potencial médio da reagdo. Contudo, para conseguir
amostrar microestados nas conformagdes intermedidrias entre reagentes e produtos ¢
necessario utilizar um potencial enviesado a fim de forcar o caminho de reagdo. No exemplo
da Figura 10, os pontos intermediarios 11 e 12 sdo for¢ados através de restrigdes harmonicas,

permitindo a amostragem e obtencdo da energia livre nesses pontos.
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AG

Figura 10 - Perfil de energia livre de uma reacio.
O perfil de energia mostra a coordenada de reacdo de uma conformagdo A para a B sendo

necessario percorrer pelos intermediarios 11 e 12 (Field M. J, 1999).

Sabendo disso, a energia livre de Gibbs ¢ obtida através da jun¢ao dos potenciais
médios de cada janela obtidas na dindmica molecular, e a barreira de energia entre o estado A

e B pode ser dada por:

E
AG = —RT ln exp _ﬁ

Equacio 2 - Barreira de energia livre.
Na qual R ¢ a constante dos Gases Ideais, T a temperatura e E a energia potencial média

(Field M. J, 1999).

Na Equacao 2 a energia E de cada janela é computada em fun¢do do estado restringido

pelo potencial enviesado, que ¢ dado por:

1
Eumb(s) — §k (S T 50)2

Equacao 3 - Valor de energia médio.
Em que k ¢ a constante de forca aplicada, s, 0 valor de energia da janela restringida e s o valor

dindmico da amostragem de cada janela (Arnab M., Willbee D. S., 2013).


https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%5CDelta%20G%3D-R%20T%20%5Cln%20%5Cleft%5Clangle%5Cexp%20%5Cleft(-%5Cfrac%7BE%7D%7BR%20T%7D%5Cright)%5Cright%5Crangle#0
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=E_%7B%5Cmathrm%7Bumb%7D%7D(s)%3D%5Cfrac%7B1%7D%7B2%7D%20k%5Cleft(s-s_0%5Cright)%5E2#0
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No entanto, cada janela terd um perfil de energia livre distribuido de forma diferente.
Dessa forma, o PMF total da coordenada de reagdao pode ser montado a partir dos pontos de
sobreposi¢cdo de cada uma das janelas computadas, como mostrado na Figura 11. Métodos de
analises de histogramas podem ser eficientes para montar o perfil total do PMF da reagao,

como por exemplo 0o WHAM (Weighted Histogram Analysis Method) (Kumar S. et al., 1992).

Energia livre

Cv, s(q)

Figura 11 - Construcao do PMF a partir do umbrella sampling.

A figura exemplifica a construcdo de um PMF total a partir do WHAM. Em vermelho,
observa-se a amostragem baseada no potencial enviesado de cada janela ao longo de uma
coordenada de reacdo. A reacdo percorre de B a A, passando pelo intermediario C (Qinghua

L., 2020).

Obtendo a energia livre de ativacdo da reag@o ¢ possivel calcular a constante cinética

da reacdo através da equagao de Eyring, dada por:

h

Equacio 4 - Equacio de Eyring.
Em que k ¢ a constante cinética, A G I a barreira de ativagdo de energia livre de Gibbs, k o
coeficiente de transmissdo (pode ser calculado por meio da correcdo de Wigner), k; a

constante de Boltzman, T a temperatura e h a constante de Planck.


https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=k%3D%5Cfrac%7B%5Ckappa%20k_%7B%5Cmathrm%7BB%7D%7D%20T%7D%7Bh%7D%20e%5E%7B-%5Cfrac%7B%5CDelta%20G%5E%7B%5Cddagger%7D%7D%7BR%20T%7D%7D#0
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Vale ressaltar que os valores da barreira de energia livre em KJ/mol afetam a constante
cinética de forma exponencial, isto €, pequenas variagdes na barreira de energia podem
resultar em grandes impactos cinéticos. Dessa forma, ¢ importante avaliar o erro estimado no
método computacional, assim como utilizar os diferentes niveis tedricos de calculo da
estrutura eletronica e refinar os valores de energia potencial com métodos mais precisos. Para
isso, neste trabalho também calculamos as barreiras de energia livre para a estrutura da
HlUase de Klebsiella pneumoniae depositada no PDB com o codigo 3QVA. Utilizando essa
estrutura foi possivel comparar o valor da barreira calculada e compara-la a barreira
experimental obtida pelo K., medido por French J. B (French J. B.; Ealick S. E., 2011). E,
além disso, comparamos os valores de energia potencial obtidos em diferentes métodos
semi-empiricos como PM6 e AMIldphot, refinamos com DFT e aumentamos a regido
quantica a fim de obter os impactos no perfil de energia. Por fim, também foi proposto o uso
do método MMPBSA para obter os valores de energia livre de ligagdo entre os complexos das
estruturas analisadas com seus substratos, intermedidrio e produtos, que sera discutido no

topico seguinte.
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1.6. Energia de solvatacio e interacio

O custo computacional para se obter a energia de solvatagao de moléculas e por sua
vez obter a energia livre de ligagdo de um complexo ndo € trivial, visto que seria necessario
computar a contribui¢cdo de energia de muitas moléculas de dgua e por sua vez muitos atomos.
Dito isso, existem abordagens aproximadas que tratam o solvente de forma implicita e obtém
a superficie eletrostatica média da solvatacdo das moléculas envolvidas (HONIG B.;
NICHOLLS A., 1995; TSUI V.; CASE D. A., 2000). Neste trabalho utilizamos os métodos
Poisson Boltzmann (PB) e Generalized Born (GB) que conseguem valores de acuracia entre
50-60% (TINGJUN H. et al., 2011). O método consiste em somar as contribuicdes de energia
dos estados ligados e desligados do complexos e a energia entre os estados solvatados e de

solvatados do complexo e das moléculas individualmente, como ilustrado na Figura 12.

- . AG N

AG solv, ligand l AG solv, receptor lT AGosolv, complex

- . AG bmd g

Figura 12 - Energia livre de ligacao.

Obtengdo da energia livre de ligacdo da proteina ao ligante pela somatéria do custo de energia

da solvatacdo das moléculas envolvidas no complexo (CASE D. A., 2000).
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AC;(solv — AGel + A(;(momel
AGO - AGO +AGsolv, complex (AG201V7 ligand + AGO )

bind, solv bind, vacuum solv, receptor

Equacio 5 - Método de obtencio da energia livre de ligacao.
Somatoria das energias livres de solvatacdo do complexo, ligante e receptor de forma a obter

a energia livre de ligacao do complexo (Case D. A., 2023).

A energia da fase gasosa demonstrada na Figura 12 ¢ obtida pela aproximacdo da
mecanica molecular e resolvida a partir da energia potencial obtida ao resolver as equagdes
potenciais dos campos de forca, enquanto a contribui¢ao do solvente utiliza os métodos PB e
GB mencionados acima, que computaria o custo da energia eletrostatica através da mudanca
da constante dielétrica de &=1 no vacuo e =78 ou 80 no solvente. A Equagdo 4 descreve a
energia livre de solvatagdo como a soma das contribui¢des polares e apolares. O céalculo da
superficie eletrostatica e a interacdo com o solvente implicito determina os valores do termo
polar, enquanto a apolar seriam as contribui¢cdes desfavoraveis de energia ao formar cavidades
apolares das moléculas (HOMEYER N.; GOHLKE H., 2012).

Por fim, também se faz necessario aproximar a entropia configuracional das moléculas
ao longo de uma trajetéria de dindmica molecular a fim de descontar o custo energético da
formagdo do complexo, onde muitas vezes ocorrem restrigdes conformacionais das moléculas
envolvidas. Contudo, estimar e aproximar a entropia das configuracdes de moléculas grandes
ndo ¢ trivial e pode encontrar barreiras potenciais que tém a possibilidade de impedir que se
explore uma grande variedade de conformacdes (KARPLUS, M.; KUSHICK, J. N., 1981). O
calculo da entropia foi implementado pelo pacote Amber no MMPBSA (Case D. A., 2023) na
qual utiliza-se da andlise harmonica dos modos normais para inferir os graus de liberdade das

moléculas envolvidas ao longo da trajetdria e das conformagdes amostradas.


https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bsolv%20%7D%7D%3D%5CDelta%20G_%7Be%20l%7D%2B%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bnonel%20%7D%7D#0
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bbind%2C%20solv%20%7D%7D%5E0%3D%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bbind%2C%20vacuum%20%7D%7D%5E0%2B%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bsolv%2C%20complex%7D%7D%20-%5Cleft(%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bsolv%2C%20ligand%20%7D%7D%5E0%2B%5CDelta%20G_%7B%5Ctext%20%7Bsolv%2C%20receptor%20%7D%7D%5E0%5Cright)#0
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2. JUSTIFICATIVA

O metabolismo das purinas, como discutido anteriormente, tem fortes relacdes com o
acumulo sérico de acido urico nos hominideos, que por sua vez tem fortes relagdes com
doencas cardiovasculares e hipertensdo. Tais comorbidades podem ser letais e sdo endémicas
na modernidade humana. Sabendo disso, neste trabalho propomos investigar a bioquimica
estrutural de uma proteina envolvida na degradagdo de intermedidrios dessa via metabolica a
fim de contribuir para elucidagdo do processo evolutivo por tras do metabolismo dos
hominideos. Vale ressaltar que ja existem também iniciativas para utilizar enzimas da via das
purinas como tratamento da gota, como, por exemplo, uricases (Li Z. et al, 2023; Lily T. et al,
2023 ). Dito isso, estudar a bioquimica por tras das HIUases pode nos oferecer estratégias
para complementar aplicagdes, como o tratamento de doengas envolvendo essa via.

Além disso, este trabalho combina métodos de reconstrucao de proteinas ancestrais e
métodos de simulacdo molecular para tornar possivel uma investigacao evolutiva, estrutural e
quimica de uma familia de proteinas. Ao utilizar os métodos QM/MM fomos capazes de obter
informacdes energéticas da reagdo enzimatica, assim como propriedades cinéticas de
estruturas que se relacionam em uma filogenia reconstruida das TTR e HIUase (de Oliveira et
al., 2021). Dito isso, € possivel, a partir das sequéncias de proteinas conhecidas e da filogenia,

entender e procurar informacdes estruturais de proteinas no passado.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral
Comparar propriedades termodinamicas e cinéticas de diferentes HIUases dentro de

uma filogenia, utilizando métodos de simulagdo molecular.

3.2. Objetivos especificos

e Descobrir a etapa limitante da reag@o e calcular a barreira de energia para todas
as estruturas estudadas (7KCN, 2HI1X e 3QVA), utilizando o PES (Potential
Energy Surface) e o Umbrella Sampling.

e Validar o método comparando a constante cinética calculada para 3QVA ¢ a
constante medida experimentalmente.

e C(Comparar as barreiras de energia livre e constantes cinéticas das proteinas
dentro da filogenia.

e Avaliar a afinidade das estruturas com o substrato, intermedidrio e produto da
reacdo para as estruturas, a fim de entender os impactos da energia de ligacao

na cinética enzimatica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coordenadas da reacio
Para a obtencdo da coordenada de reacdo, primeiramente foi necessario posicionar o

substrato na posi¢do do sitio ativo. O modo de ligagdo utilizado baseou-se na proposta dada

por French J. B. (French J. B.; Ealick S. E., 2011), como ilustrado na Figura 13 a seguir.
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Figura 13 - Modo de ligacdo do SHIU.

Pose proposta por French J.B. na HlUase de Klebsciella pneumoniae utilizando o software
Macro Model para o posicionamento do ligante € o pacote Amber para minimizagdo das
estruturas e obtencdo dos contatos. Substrato, subunidade A e subunidade B sdo representados

respectivamente pelas cores preto, vermelho e azul.

A partir das coordenadas obtidas das estruturas cristalograficas com o ligante
posicionado, foi realizada uma varredura da energia potencial ao longo da reacdo através de

um Relaxed Potential Energy Surface Scan (PES), utilizando a interface grafica EasyHybrid3

(https://github.com/ferbachega/EasyHybrid3), que consiste em calcular e minimizar a energia
potencial em um determinado espaco, seja unidimensional ou bidimensional. O software foi
desenvolvido para implementar as ferramentas do pDynamo através de uma interface grafica
(Bachega J. F. R., 2013). Os inputs utilizados como entrada foram parametrizados através do
pacote AmberTools (Case D. A., 2023) e o ligante desenhado no Avogadro (Marcus D. H.,
2012). As topologias foram geradas utilizando os campos de forga amberffO9SB e gaff2
(Ponder J.W., Case D. A., 2003). Utilizando o t/eap, o sistema foi solvatado e neutralizado, e


https://github.com/ferbachega/EasyHybrid3
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por fim uma etapa de equilibragcdo do solvente de 500 ps foi realizada para manter as aguas
em posicdes adequadas para a varredura da coordenada de reagdo. Foi modelada, entdo, a
primeira etapa da reacao proposta por French J. B, como apresentado na Figura 5.

A varredura do PES da coordenada de reacao foi calculada em duas dimensdes com
uma resolucdo de 20x20, a transferéncia do hidrogénio da 4gua para a histidina e o ataque
nucleofilico da hidroxila ao ligante, obtendo um perfil potencial em 2D. A partir da matriz de
energia potencial obtida, algumas janelas foram selecionadas para representar a barreira
potencial da reagdo, de forma que fossem percorridas as janelas com menor energia dos
reagentes até a formacdo do intermedidrio da reagdo. Os tamanhos dos passos do PES foram
programados de forma que em cada janela os atomos deslocassem a distancia necessaria para
formar a ligacdo quimica final em uma coordenada simples, com excecao da transferéncia do
hidrogénio em que foi utilizado um tamanho de passo com 0,1 angstroms, que utilizou uma
coordenada multipla (ou seja, uma combinagdo de distancias do tipo d1 - d2). Em cada uma
das células da matriz foram realizadas otimizagdes de geometria com o hamiltoniano hibrido
utilizando o método de célculo de estrutura eletronica semi-empirico AM1dphot (Krishna G.,
2014) e PM6 (Steward J. J. P., 2007; Thiel W., 2014), formando a malha de energia potencial
da coordenada de reagdo em 2D. Vale ressaltar que, em cada otimizacdo, os atomos
envolvidos na reacdo foram restringidos utilizando uma constante de for¢a de 4000 kJ/mol. A
superficie potencial amostrada foi refinada, aumentando o nimero de 4&tomos quanticos para
aproximadamente 300 dtomos e também aplicando DFT com o funcional B3LYP e as fungdes
de base 6-31G utilizando o software Orca (Frank N. ef al, 2020).

Uma vez obtida a coordenada de reacdo, observamos variagdo da energia potencial do
sistema. Para obter os perfis de energia livre da reacdo, ¢ necessario aplicar metodologias de
termodindmica estatistica para se explorar o espago conformacional do sistema. Sabendo
disso, realizamos um Umbrella Sampling, metodologia que utiliza dindmica molecular para se
obter a funcdo de parti¢do dos estados de um sistema . Para isso, utilizamos cada uma das
janelas representantes da coordenada de reacdo e realizamos uma Langevin Dynamics em
NPT 50 ps cada, utilizando uma constante de forca de 1500 KJ para permitir uma melhor
amostragem. O calculo iré criar o Potential of Mean Force (PMF) da coordenada de reagao,
que ¢ o perfil de Energia Livre da reagdo (Field M.J., 1999). E, para diminuir o erro e obter
uma maior precisdo estatistica da densidade de probabilidade dos estados, foi usado o
algoritmo Weighted Histogram Analysis Method (WHAM) (Kumar S. et al., 1992).
Posteriormente, utilizamos a barreira de energia livre da reagdo para recuperar informagdes

cinéticas através da lei de Arrhenius e a equacdo de Eyring (Field M.J., 1999).
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Todos os calculos foram realizados para as estruturas cristalograficas do ancestral e
Danio rerio. Contudo, para avaliar o erro estimado, submetemos a estrutura de Klebsciella
pneumoniae a metodologia para comparar os resultados calculados aos valores cinéticos

obtidos experimentalmente por French J. B.

4.2. Dinamica Molecular e MMPBSA

As coordenadas de reacdo podem nos dar informagdes sobre as diferencas cataliticas
entre as estruturas analisadas ¢, como mencionado anteriormente, obter informacdes cinéticas
que podem inferir sua eficiéncia catalitica. Porém, essa metodologia parte da condi¢do de que
o substrato esta na posicao perfeita para se iniciar a catalise. Sabendo disso, propomos uma
analise utilizando dindmica molecular para avaliar as diferencas de afinidade de ligacdo entre
as estruturas cristalograficas da ancestral e Danio rerio.

Utilizamos novamente o campo de for¢ca amberff99SB para a proteina e gaff2 para o
ligante. Para cada uma das estruturas foram montados 3 sistemas que partiam do mesmo
modo de ligagdo da proteina com o substrato, o intermediario € o produto da reacdo. Para cada
sistema foi feito Langevin Dynamics no NAMD?3 (Phillips J.C. et al, 2020) em etapas de 20
ps de equilibragao do solvente, seguido de 500 ps de equilibragdo do sistema em NPT e por
fim uma producao de 10 ns em NPT.

As trajetorias foram submetidas a um calculo do programa MMPBSA.py do pacote
AmberTools. O algoritmo ¢ capaz de utilizar os métodos Generalized Born e Poisson
Boltzmann para o célculo das contribuigdes eletrostaticas e a aproximacao Quasi-harmonica
para recuperar o custo entropico de ligagdo através dos modos normais.

Para além disso, também foram feitas triplicatas de 100 ns para todos os sistemas
acima e calculado os RMSDs dos ligantes desconsiderando o movimento relativo ao sistema.
As triplicatas por sua vez nao foram submetidas ao calculo de mmpbsa, mas apenas a andlise

estrutural dos ligantes no sitio ativo das proteinas.



36

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Coordenadas de reacao

As estruturas das coordenadas de reacdes obtidas se comportaram de maneira bastante
parecida e foram feitas amostragens da coordenada de reacdo em duas dimensdes (ataque
nucleofilico da hidroxila e transferéncia do proton) e energias computadas em dois métodos
diferentes. Contudo, vale ressaltar que o problema de tunelamento quéntico ¢ bastante comum
em mecanismos de agdo enzimaticos em transferéncias de protons (Michael J.S., Nigel S.S.,
2000). Sendo assim, seria importante futuramente inferir o erro oriundo desse efeito através
da correcao de Wigner (Field M.J., 1999). A Tabela 2, mostra os sistemas ¢ as diferentes
condi¢des que a primeira etapa da reacdo foi modelada e nas Figuras 14 e 15 ¢ possivel
observar as janelas representativas na matriz, assim como as estruturas iniciais e finais da

reacdo utilizando o método PM6 e AM1dphot respectivamente.

77 atomos étjrggs AM1dphot PM6 DFT PM6 AM1dphot
2h1x 4 "4 4 "4 X "4 4
7ken v v v "4 4 "4 v
3qva 4 "4 4 "4 4 "4 4

Tabela 2 - Sistemas e condicOes simuladas para a primeira etapa do mecanismo de
reacio proposto.

Dos sistemas modelados apenas o DFT demonstrou problemas, a 2H1X nao foi capaz de
calcular as energias por problemas técnicos enquanto a 7KCN apenas coordenadas
unidimensionais foram refinadas. Vale ressaltar também que a amostragem das geometrias

foram feitas apenas utilizando os métodos AM1dphot e PM6 com 77 atomos quanticos..



1-2h1x PM6
Barreira potencial de 6,5 Kj/mol

0 3 6 9 12 15 18

g

2 - Tken PM6
Barreira potencial de 6,5 Kj/mol

0 3 6 9 12 15
L I I

o

Figura 14 - Coordenadas PM6.

204314

261613

228011

196.209

163.508

130.806

98.105

65.403

32.702

0.000

216.994

192.884

168.773

144,663

120552

96.442

72.331

48.221

24.110

0.000

1.89+02

151e+02

1.13e+02

74.400

36.200

-2.000

1.77e+02

1.41e+02

1.05e+02

69.000

33.000

3.000

37

e
!
/

/.
e

o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

AN

AN
d
3

)
A

=

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Matriz potencial PM6 da coordenada de reacdo da estrutura de Danio rerio (1) e Ancestral (2)

de 6,5 joules/mol ambas .



38

1-2h1x AM1dphot
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Figura 15 - Coordenadas AM1dphot.
Matriz potencial AM1dphot da coordenada de reagdo da estrutura de Danio rerio (1) e

Ancestral (2) de 63 e 65 joules/mol .

Os diferentes métodos mostraram energias e coordenadas completamente diferentes,
assim como o perfil da energia potencial na matriz como um todo. Entretanto, o método
AMIldphot mostrou um perfil mais bem delimitado e comportado do ponto de vista
qualitativo, enquanto o PM6 computou barreiras de coordenadas otimizadas com valores de
energia baixos para as estruturas 2hlx e 7ken. Contudo, o caminho de reagdo se mostrou

pouco intuitivo e irregular com regides de energia espalhadas de forma ndo esperada. As
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menores barreiras obtidas foram de 6,5 joules utilizando o método PM6, entretanto, a
otimizagdo do caminho de reacdo ndo foi bem delimitado pela matriz. Dito isso, escolhemos
exportar a coordenada diagonal das matrizes calculadas com esse método para submeter ao
umbrella sampling, enquanto nas matrizes do método AM1dphot foi possivel desenhar uma
coordenada 6tima a partir da matriz 2d. Por fim, as energias PM6 da estrutura de Klebsciella
pneumoniae mostraram ter a maior barreira de energia potencial entre as estruturas, enquanto
o AMIldphot foi a menor, como observado na Figura 16. Além disso, diferentemente das
outras estruturas, a matriz PM6 se mostrou bem delimitada nas regides de reagentes e
produtos, com exce¢do de um vale no canto inferior esquerdo que se refere a um ataque

nucleofilico da hidroxila a um carbono indesejado do substrato.

Klebsciella pneumoniae

1 - PM6 Barreira de 30 KJ/mol

sssssssssss

||||||

sssss

vvvvv

12
15

. sssss
1

2 - AM1dphot Barreira 40 KJ/mol

xxxxx

sssssssssssssssss

Figura 16 - Coordenadas da Klebsciella pneumoniae.
Matriz potencial PM6 ¢ AMIldphot da coordenada de reagdo da estrutura de Klebsciella
pneumoniae, com barreira de 30 KJ/mol (1) e 40 KJ/mol (2) .
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Além de comparar os métodos, uma outra estratégia adotada para verificar o
comportamento das energias potenciais foi aumentar a regido quantica. Observando o bom
comportamento da matriz no método AM1dphot, aumentamos a sua regido quantica de 77
atomos para mais de 300 nas 3 estruturas analisadas. A estrutura de Klebsiella pneumoniae
demonstrou um comportamento peculiar, os vales iniciais e finais da coordenada se
inverteram e a barreira de energia mais que dobrou, como evidencia a Figura 17. O mesmo
comportamento estranho se repetiu ao refinar a energia utilizando DFT, como mostrado na
Figura 19, na qual o perfil potencial ndo encontrou um vale final do produto, que no caso seria
o intermedidrio da reagdo. Enquanto nas outras estruturas, representadas na Figura 18, ao
aumentar a regido quantica observamos uma matriz mais bem comportada com um caminho

de reagdo mais claro, e, por sua vez, as barreiras de energia diminuiram.

Klebsciella pneumoniae
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Figura 17 - Coordenadas AM1dphot expandida da Klebsciella pneumoniae.

Matriz potencial AM1dphot da coordenada de reacdo da estrutura de Klebsciella pneumoniae

com regido quantica expandida, barreiras de 40 KJ/mol (1) e 83 KJ/mol (2) .
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Figura 18 - Coordenadas AM1dphot expandidas das estruturas de D. rerio e ancestral.
Matriz potencial AM1dphot da coordenada de reagdo das estruturas 2h1x e 7ken com regido

quantica expandida, com barreira de 44 KJ/mol (1) e 58 KJ/mol (2).

Para além disso, refinamos as coordenadas de reacdo utilizando outros métodos, como
DFT (Density Functional Theory), utilizando o funcional B3LYP e funcdes de base 6-31G em
cima das coordenadas do método AM1dphot com 77 &tomos. Porém, os resultados ndo foram
satisfatorios. As matrizes das estruturas 2hlx e 7kcn falharam em computar os valores de
energia por problemas técnicos. A estrutura 3qva, por sua vez, mostrou valores de energia

desfavoraveis a reagdo da etapa 1. Dito isso, a coordenada 1d exportada da estrutura 7kcn para



42

utilizar na amostragem do umbrella sampling também foi submetida ao refino de energia e o
perfil potencial obtido foi mostrado na Figura 19, na qual observamos um aumento da barreira

potencial, que originalmente era de 65 Kj/mol para 89 Kj/mol.
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Figura 19 - Coordenadas refinadas usando DFT.

Barreiras potenciais refinadas das estruturas 3qva e 7ken com 77 atomos quanticos.
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Dito isso, ¢ possivel que trabalhar com esta reacdo utilizando uma regido quantica de
77 atomos pode ser prejudicial para a amostragem de geometrias, visto que, no caso da
estrutura 3qva, a forma do perfil de energia potencial mudou completamente ao aumentar a
regido quantica. Entretanto, aumentar a regido quantica pode ampliar exponencialmente o
custo computacional de célculos, como o refino de energia utilizando DFT e também do

umbrella sampling.

5.2. Umbrella Sampling

O umbrella sampling e a constru¢gdo do PMF permite relaxar os sistemas e mostrar de
forma mais precisa a energia livre dessas coordenadas. Entretanto, ainda ndo se sabe qual
etapa seria a limitante, sendo assim, a barreira calculada pode ndo coincidir com a
experimental, ou seja, ainda € necessario estudar e modelar a segunda etapa da reagdo, que
ndo ¢ trivial devido a quantidade de transferéncia de prétons envolvida. O PMF gerado foi
plotado em sobreposi¢cdo entre as estruturas calculadas, de forma a comparar os valores dos
picos como mostra a Figura 20. Das coordenadas de reacdo mostradas na se¢do anterior,
foram exportadas em uma dimensdo as reagdes de todas as estruturas, utilizando os métodos

PM6 e AM1dphot como mostrado nas Figuras 20 e 21 respectivamente.
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Figura 20 - PMF utilizando PM6.
Perfil de energia livre da primeira etapa da reagdo calculada nas estruturas de Danio rerio,

Klebsiella pneumoniae e a ancestral usando o método PM6.
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Perfil de Energia Livre
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Figura 21 - PMF utilizando AM1dphot.
Perfil de energia livre da primeira etapa da reagdo calculada nas estruturas de Danio rerio,

Klebsiella pneumoniae e a ancestral usando o método AM1dPhot.

A energia de ativagdo do método PM6 obtida das estruturas de Danio rerio,
Klebsciella pneumoniae e ancestral foram de 16 KJ/mol, 9 KJ/mol e 23 KJ/mol
respectivamente, enquanto no método AMI1dphot foi de 32 KJ/mol, 28 KJ/mol e 33 KJ/mol .
Ou seja, a proteina ancestral inferida demonstrou ter a maior barreira nos dois diferentes
métodos, porém no caso do AM1dphot um valor bem préximo da estrutura moderna de Danio
rerio. Além disso, apesar da estrutura 3qva ter a maior barreira de energia potencial do
método PM6, a mesma teve a menor barreira de energia livre entre as outras no mesmo
método, enquanto a ancestral e D. rerio tiveram suas barreiras aumentadas em relacdo a
energia potencial. O método AMIldphot, entretanto, foi consistente, no qual as proteinas
diminuiram aproximadamente para metade da energia potencial na barreira de energia livre.
Isso indica que, em geral, o método PM6 demonstrou inconsisténcia nos valores de energia
potencial entre as proteinas analisadas.

A partir das barreiras de energia livre obtidas podemos inferir a constante cinética de
catalise k., utilizando a equagdo de Eyring. Vale ressaltar também a natureza logaritmica da
lei de Arrhenius, ou seja, pequenas variagdes na barreira de energia livre em KJ/mol levam a
grandes impactos cinéticos. Os experimentos de French J. B indicados na Tabela 1 mostraram
que o valor do k. da proteina nativa de Klebsciella pneumoniae (3qva) foi de 172 s™.

Substituindo na equagao de Eyring obtemos um valor por volta de 60,5 KJ/mol. Contudo, o
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valor calculado para a estrutura 3qva foi de 9 KJ/mol e 28 KJ/mol, ou seja, abaixo do
esperado do ponto de vista cinético. Contudo, a subestimacdo encontrada pode nao significar
somente erro do método, e sim devido a segunda etapa ser limitante da reacdo. Sendo assim,
nao seria possivel inferir o erro esperado utilizando apenas a primeira etapa da reagao.
Entretanto, algumas limita¢des devem ser ressaltadas em relag@o ao calculo dos PMFs.
As constantes de forca de ambas as reagdes foram aplicadas apenas nos atomos pesados,
enquanto a transferéncia dos hidrogénios nao foi restringida. Dito isso, a transferéncia de
prétons em si pode ser problematica, visto que ha a possibilidade de um tunelamento quantico
dessas particulas, informacdo que por sua vez ¢ perdida ao utilizar a aproximacdo de
Born-Openheimer. Vale ressaltar também que apenas os residuos participantes da reagdo
foram incluidos na regido quantica, ou seja, faz-se necessario expandir a regido quantica até
que tenha convergéncia nos valores de energia. Contudo, a estrutura ancestral teve valores
bem proximos das estrutura modernas, tanto no wumbrella sampling quanto nos perfis
potenciais, evidenciando que a estrutura 7kcn inferida pode ser uma HIUase com atividade

catalitica proxima das modernas.



46

5.3. MMPBSA

Os célculos de contribuigdes entélpicas (Interagdes Eletrostaticas, dipolo permanente e
dipolo induzido) mostraram uma certa consisténcia entre os métodos de PB e GB. Foi
possivel observar uma maior afinidade eletrostatica das estruturas pela espécie intermediaria,
como evidencia a Tabela 3 e a Tabela 4, mostrando a importancia da transferéncia da hidroxila
para a estabilizacdo e inicio da reagado catalitica, levando a quebra do anel. Espera-se, entdo,
que a barreira energética da primeira etapa de rea¢do seja menor, visto que os resultados do
MMPBSA na Figura 22 mostraram que a primeira etapa estabiliza o substrato no sitio ativo,
preparando-o para uma segunda etapa e que as barreiras obtidas com o método QM/MM
também foram bastante baixas. Sabendo disso, podemos inferir que o aumento da barreira
energética da primeira etapa poderia impactar pouco na cinética enzimdtica por ndo ser a
etapa limitante do processo, porém a estabilidade do intermedidrio ndo ¢ negligenciavel e
pode ser uma etapa importante para avaliar as diferencas energéticas da reagdo entre as
estruturas. Uma evidéncia disso ¢ o ensaio enzimatico feito por French J. B., mostrado na
Tabela 1, no qual a mutacao do residuo responsavel pela captura do proton de uma molécula
de dgua leva a uma diminuicdo dréstica na eficiéncia catalitica, ¢ mesmo ndo realizando
interagdes diretas com o substrato conseguiu aumentar o K,, mais vezes que residuos que

fazem interagdes diretas, considerando o modo de ligacao proposto.
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Entalpia(GB) Entalpia(PB) AG(GB) AG(PB)
-29,81 -10,9261 +/- 3,148 | 8,6454 +/- 5,0192 18,8871 [38,4586
-32,787 -22,5172 +/-3,7110 | -16,4272 +/- 5,7578 | 10,2698 16,3597
-37,7035 -1,6769 +/- 5,2602 | 2,1070 +/- 7,6792 36,0265 (39,8105

Tabela 3 - MMPBSA D. rerio.

Resultados do mmpbsa da estrutura de Danio rerio.

Entalpia(GB) Entalpia(PB) AG(GB)|AG(PB)
-29,31 -16,2255 +/- 0,1866 12,2051 +/- 0,2138 13,0844 31,5151
-32,1805 -27,6594 +/- 0,2811 [-27,5686 +/- 0,3746  |4,5211 |4,6119
-35,6489 -0.7099 +/- 0,1701 |4,1466 +/- 0,2746 34,9387 (39,7952

Tabela 4 - MMPBSA ancestral.

Resultados do mmpbsa da estrutura ancestral.
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MMPBSA Danio Rerio
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40

20
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Figura 22 - Visualizacao grafica do MMPBSA.
Grafico em barras dos resultados do mmpbsa de ambas as estruturas mostrando os pesos das

contribuic¢des entropicas e entalpicas.
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Foi observada uma divergéncia na afinidade das estruturas pelo intermediario,
diferentemente das barreiras de energia livre da primeira etapa da reacdo, na qual a ancestral
(7kcn) demonstrou valores de entalpia menores. Nesse caso, podemos notar uma maior
afinidade desta estrutura pelo estado de transi¢cdo em relagdo a proteina do D. rerio (2h1x).
Contudo, essas pequenas variagdes de valores de energia precisam ser melhor investigadas e
devemos experimentar a mesma metodologia com outras estruturas inferidas no intervalo
evolutivo entre a moderna e a ancestral avaliada. Deve-se também validar experimentalmente
as propriedades cinéticas da ancestral. Assim, poderiamos observar a tendéncia geral e
procurar melhores evidéncias quantitativas em relagdo as diferencas observadas.

Por fim, os resultados de entropia foram desfavoraveis para a formac¢ao do complexo.
Porém, vale ressaltar que as contribuicdes acessadas pelos modos normais nao refletem
diretamente o ambiente bioldgico. Espera-se que, em contexto celular, as vias metabolicas
acontegam de forma mais integrada e organizada, visto que o acido Urico ¢ um substrato que
decai espontaneamente. A existéncia dessa via ¢é justificada pela necessidade de padronizar o
estereoisdmero produzido na degradacao do acido tUrico, o que se torna evidente ao reparar
que tanto HIUases quanto uricases sao homotetrameros com sitios simétricos. Contudo, as
contribuigdes entropicas demonstraram consisténcia em ambas estruturas, € podemos observar
um pequeno aumento no decorrer da reacdo, visto que a reacdo leva a quebra de um anel,

causando uma maior liberdade conformacional do nosso ligante.
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5.4. Dinamica molecular e RMSD

As triplicatas realizadas de 100 ns foram utilizadas para amostrar as conformagdes dos
ligantes substrato, intermedidrio e produto para ambas as estruturas analisadas. Para isso,
calculamos o RMSD ao longo da dindmica e observamos a variacdo da posicdo dessas
moléculas. No mmpbsa observamos que o intermediario foi o ligante mais estavel no sitio
ativo, contudo, o RMSD dos complexos da estrutura do Danio rerio mostrou que o ligante
intermediario possuia mais graus de liberdade dentro do sitio catalitico ao comparar com o
substrato, diferente da estrutura ancestral que, pelo contrario, mostrou um RMSD do
intermediario bem mais rigido, tanto na visdo geral dos complexos mostrados na Figura 23,

quanto nas triplicatas dos complexos de intermediarios na Figura 24.

Complexos 2h1x Complexos 7ken
Centrado no Ligante Centrado no Ligante
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Complexos [] pro [] sub [] trans complexos [] pro [ sub [] trans

Figura 23 - RMSD de todos os complexos centrado no ligante.
Visao geral do RMSD dos 3 complexos para cada uma das estruturas analisadas e a

distribuigdo das frequéncias do eixo X ao longo dos frames plotados nas gaussianas laterais.
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Figura 24 - RMSD centrado no ligante das triplicatas do intermediario.
RMSD das triplicatas de intermediarios das estruturas analisadas sobrepostas e a distribuicao

das frequéncias do eixo X ao longo dos frames plotados nas gaussianas laterais.
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Observando a trajetéria do complexo intermedidrio do D. rerio, vemos uma
flexibilidade dos torcionais nos anéis e hidroxilas do ligante intermediario, como mostrado na
Figura 25. As mudangas torcionais e rotacionais por sua vez se dao devido a interagdes no
sitio ativo, ou seja, inferem uma grande mobilidade do ligante dentro do sitio catalitico, o que
pode promover uma dificuldade cinética para o ligante se posicionar no local ideal para a
catalise da segunda etapa. A Figura 26 mostra como o RMSD centrado ao movimento da
proteina da estrutura do vertebrado moderno foi maior que a estrutura da proteina ancestral.

Dito isso, a proteina ancestral poderia ter uma cinética favorecida na segunda etapa.

Figura 25 - Conformacgdes do intermediario no sitio ativo do D. rerio.
Varia¢des rotacionais (figuras superiores) e angulares (figuras inferiores) do ligante
intermediario na proteina do Danio rerio, na qual o angulo marcado em vermelho flutua de

34° a 39°. Figuras geradas pelo VMD (Humphrey W., 1996).
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Figura 26 - RMSD centrado na proteina do complexo intermediario.
RMSD centrado na proteina a fim de entender a dindmica do ligante intermediério no sitio das

estruturas de Danio rerio (vermelho) e ancestral (azul).

Portanto, apesar de maiores barreiras de energia livre, a ancestral demonstrou melhor
afinidade ao intermedidrio e maior estabilidade estrutural no seu sitio catalitico, o que poderia
promover uma menor barreira de energia livre na segunda etapa devido a estabilidade
potencial do intermediario no ligante. Até entdo, tudo indica que a segunda etapa seria a
limitante da reacao, sendo assim, ainda nao podemos dizer qual estrutura € mais favorecida a

converter reagentes em produto.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Apesar da literatura mostrar que provavelmente houve uma perda gradual da funcao
das Uricases (Kratzer J. T. et al, 2014), enzima presente na etapa anterior a etapa catalisada
pela HIUase. Neste trabalho ndo fomos capazes de entender plenamente se ha relacdo entre a
perda da atividade da Uricase ¢ a atividade enzimatica das HIUases modernas. Para isso, seria
necessario avaliar mais estruturas dentro da filogenia construida e relacionar com os ramos
derivados das estruturas das Uricases que diminuiram vertiginosamente sua atividade
catalitica. Contudo, observamos que a estrutura ancestral reconstruida demonstrou, em geral,
um comportamento parecido com as HIUases modernas comparadas. Estruturalmente, a
ancestral teve o substrato, o intermediario e o produto oscilando no sitio ativo em faixas de
RMSD proximas das outras estruturas analisadas, assim como valores de energia de ligacao
proximas também. As geometrias das coordenadas de reagdo também foram parecidas e com
energias proximas nos respectivos métodos testados. Tais resultados podem ser fortes
evidéncias de que a estrutura construida possui atividade de HIUase, reforcando que esta seria
uma proteina proxima da ancestral comum das TTR e HIUase antes da duplicagdo génica.
Contudo, apesar de terem sido observadas variagdes nos valores calculados de energia e
RMSD, ainda seriam necessarios mais testes, assim como uma valida¢cdo experimental para
determinar o impacto dessas diferengas, principalmente do ponto de vista cinético, em que
ainda faltam resultados robustos para serem calculados. A validagdo do método de obtencao
do perfil de energia mostrou que ndo conseguimos aproximar bem o valor calculado do
experimental, porém ainda ndo foi possivel determinar se a etapa da reagdo quimica calculada
se trata da etapa limitante da reacdo. Ou seja, ainda se faz necessario avaliar a segunda etapa
da catalise enzimdatica e comparar os valores obtidos, e desta vez analisar de forma mais
confiavel as constantes cinéticas obtidas.

Por fim, a maioria dos problemas na amostragem e a obtencdo das energias orbitam
nos métodos de calculo da estrutura eletronica escolhidos e no tamanho da regido quantica
utilizada. Dito isso, concluimos que, para futuros calculos utilizando estes mesmos sistemas, o
método AM1dphot pode ser a melhor escolha, pois, apesar de computar uma maior barreira
de energia potencial, as matrizes 2d obtidas se comportaram melhor e geraram coordenadas
menos ruidosas do ponto de vista qualitativo em relacdo ao PM6. Quanto a regido quantica,
acreditamos que devemos realizar calculos com pelo menos 300 atomos, devido ao papel do

residuo de 4dgua na catalise e a possivel contribui¢do dos demais residuos de dgua ao redor do
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sitio. Vale ressaltar também que se faz sempre necessario refinar as energias utilizando DFT

visto que em uma das estruturas o perfil de energia mudou completamente ao ser refinado.
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