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Resumo

Na busca constante pela reducao da energia consumida em processos na indus-
tria, o uso de catalisadores tem se desenvolvido muito, dentre os quais, as enzimas sao
0s que possuem maior performance nesse sentido em meios homogéneos. Em busca
desses catalisadores para reagoes industriais, uma ampla gama de estudos tedricos
focado no desenvolvimento de enzimas veem sendo conduzidos, como o protocolo
de design enzimatico Rosetta, que promovendo mutacoes em estruturas proteicas
buscam criar ou melhorar as reacoes por elas catalisadas. Nessa dissertacao, busca-
mos contribuir para o melhoramento desse protocolo, pois, o mesmo ainda carece de
aperfeicoamentos na etapa de selecao das provaveis estruturas com capacidade ca-
talitica. Com isso em mente, propomos uma etapa adicional ao protocolo de design
baseado no pés-processamento do complexo enzima-substrato pelo uso de entalpia
de ligacao enzima-ligante (A Hp;pnqding) € descritores quimico-quanticos de reatividade.
Desse modo, desenvolvemos uma metodologia que consiste em, apds obter as estru-
turas redesenhadas pelo Rosetta, realizar calculos quanticos single-point utilizando
o Hamiltoniano semiempirico, PM7, com efeito de solvatacao (modelo COSMO) e o
algoritmo de escalonamento linear MOZYME, obtendo, assim, a entalpia de ligagao
enzima-ligante. Em seguida, apds obter a funcao de onda da enzima, sao calculados
os descritores de reatividade pela aproximacao dos orbitais congelados além de con-
siderar o gap HOMO-LUMO como uma banda, BD, calculando também a sua forma
ponderada, EW, através do programa PRIMoRDiA. Para validar essa metodologia
buscou-se na literatura, estruturas redesenhadas pelo Rosetta e que possuiam dados
de ensaios enzimaticos disponiveis. Como resultado, ao utilizar a entalpia de ligacao
calculada de uma série de estruturas obtidas pelo protocolo Rosetta, conseguiu-se
melhorar a classificacao, antes ranqueada pela pontuacao do Rosetta. Desse modo,
melhorando para reagao de eliminacao de Kemp 17 colocagoes e para a reacao de
Diels-Alder deixando entre as dez melhores colocagoes. Com relagao aos descritores
de reatividade, para a reagao de Kemp foi possivel observar que a mudanca de apenas
um residuo, na estrutura supleKE59, em relagao a estrutura que apresentou maior
capacidade catalitica, nativeKE59, fez com que a propriedade NAS (Nucleophilic
Attack Susceptibility) se afaste do ligante, desse modo, indicando a inatividade cata-
litica da estrutura supleKE59. Portanto, a combinacao dessas duas abordagens pode
auxiliar no ranqueamento de estruturas melhores e, dentre elas, ajudar a selecionar
as que possuem suas propriedades NAS e EAS localizados préximas ao sitio-ativo.



Palavras-chave: Reclassificacao de poses, Desenho Enzimatico, Descritores
Quimico-Quanticos, Métodos Semiempiricos.
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Abstract

In a constant search for the reduction of energy consumed, the use of catalysts
has developed a lot, among which enzymes are the ones that have the highest per-
formance in a homogeneous environment. In search of these catalysts for industrial
reactions, a wide range of theoretical studies focused on enzyme development have
been developed, such as the Rosetta enzymatic design protocol, which promotes
mutations in protein structures and seeks to create or improve the reactions that it
catalyzes. In this study, we try to improve this protocol, presenting improvements
in the selection of probable structures with catalytic capacity and thus propose an
additional step to the design protocol based on the post-processing of the enzyme-
substrate complex by the use of enzyme-binding enthalpy (A Hpinging) and reactivity
descriptors. Thus, we developed a method that comprises using the structures desig-
ned by Rosetta and re-ranking them by performing quantum chemical calculations
of AHyinging through the semiempirical Hamiltonian PM7 considering solation ef-
fect (COSMO model) and the MOZYME algorithm. Additionally, from the wave
function of the enzymes, reactivity descriptors were calculated by using the frozen
orbitals approximation considering molecular orbitals near gap HOMO-LUMO as a
band, BD, or calculating its weighted formulation, EW. To validate this method, we
sought the literature, structures designed by Rosetta with their kinetic characteri-
zation performed. As a result, by using the calculation of AHy;pging, it Was possible
to improve the ranking, previously ranked by rosetta’s score. Thus improving for
elimination reaction of Kemp 17 positions and for the reaction of Diels-Alder le-
aving in the top 10 places. Regarding the reactivity descriptors, for the reaction
of Kemp, it was possible to observe that the change of only one residue in the su-
pleKEstructure59 in relation to the structure that presented the highest catalytic
capacity, nativeKE59, caused the NAS property to move away from the ligand, thus
indicating the catalytic inactivity of the supleKE structure59. Therefore, the combi-
nation of these two approaches contributed to the ranking of better structures and,
among them, aided to select those that have their NAS and EAS quantities located
at the enzymes’ active site.

Keywords: Reclassification of poses, Enzyme Design, Quantum-chemical Des-
criptors, Semiempirical methods.
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Capitulo 1

Introducao

As enzimas sao catalisadores biolégicos eficazes capazes de acelerar uma reacao
quimica especifica mais de 14 ordens de grandeza (Radzicka and Wolfenden, 1995).
Apresentam melhor controle sobre a estereoquimica, regiosseletividade e especifici-
dade, sendo estas caracteristicas atrativas para aplicacoes industriais e comerciais.
No entanto, poucas enzimas sao viaveis para aplicacao industrial de forma 1til e eco-
nomicamente vantajosa (Bornscheuer and Pohl, 2001). Assim, muitos esforgos estao
atualmente engajados no design enzimatico para atender as necessidades comerciais
atuais (Chica et al.).

As enzimas normalmente se apresentam em solugao na forma globular, forma
esta devido a predilecao dessas estruturas para se configurarem como uma esfera
(Engelking and Engelking, 2015). Seus pesos moleculares variam de 10* a 10° Da
(Bhatia and Bhatia, 2018), sendo categorizadas de acordo com suas fungoes, que
variam em seis classes principais: oxirredutase (enzimas que catalisam reagoes de
transferéncia de elétrons), transferases (enzimas que realizam transferéncia de gru-
pos), hidrolases (quebra ligacao de compostos através da utilizagdo de dgua), liases
(adi¢ao de grupos as ligagoes duplas ou remogao desse grupo formando ligagao du-
pla), isomerases (catalisam mudangas estruturais da molécula), ligases (enzimas que
catalisam a formagao de ligacao entre moléculas) (Nelson and Cox, 2018).

O uso de biocatalisadores enzimaticos na industria podem ser benéficos para
varias plantas produtivas, em vérios aspectos, tais como: promovendo a diminui¢ao
do uso energético, aumentando o rendimento e qualidade do produto, além de reduzir
o impacto ambiental, o que acaba por promover setores que se apoiam na quimica
verde (Ramos, 2009).

As enzimas, em muitos casos, sao capazes de substituir estratégias de produ-
¢ao caras e poluentes por condigoes reacionais notavelmente mais brandas ( Frazzetto,
2003). No estudo de 2016 de Rajendra Singh et. al. (Singh et al., 2016), os autores
estimaram em 2014 que a industria enzimatica gerou cerca de 4,2 bilhoes de ddlares
e que no periodo de 2015 a 2020 chegaria a 6,2 bilhoes de délares, sendo amplamente



2 Capitulo 1. Introducao

usadas em processos industriais, como panificacao, fabricagao de cerveja, detergen-
tes, produtos fermentados, produtos farmacéuticos, téxteis como processamento de
couro (Singh et al., 2016).

O mecanismo de acao enzimatica atua principalmente na estabilizacao do es-
tado de transi¢do da reagao catalisada ( Warshel et al., 2006) e redugao de sua bar-
reira de ativagao (Coz and Nelson, 2013). Essa redugao juntamente com o fato de
biocatalizadores funcionarem em condigoes amenas de temperatura, pressao e pH
sao os motivos pelos quais a industria diminui consideravelmente os gastos energé-
ticos e consegue, em termos cinéticos, um robusto melhoramento. Sabendo disso,
desenvolveram-se projetos de redesenho de enzimas, buscando utilizar modelos empi-
ricos e tedricos para modificar sequéncias de aminoacidos, com o objetivo de melhorar
ambos os atributos (Heckmann and Paradisi, 2020).

Devido a esses ganhos, muitas propostas de melhorias de enzimas surgiram
e ainda ocorrem, por exemplo, o projeto de Justin B. Siegel que desenvolveu uma
reacao inexistente em ocorréncia natural, a reagao de Diels-Alder, que infelizmente
nao atingiu um robusto poder catalitico, porém, mostrou a possibilidade de desenhar
reagoes enzimaticas inéditas (Siegel et al., 2010). Outro estudo foi o de Réthlisberger
et al (Réthlisberger et al., 2008) que desenvolveu enzimas para a reac¢ao de eliminagao
de Kemp (formagao de um grupo nitrila), apresentando capacidade catalitica de 10°
em relacao a reacao nao catalisada combinando duas técnicas distintas. Os autores
usaram conjuntamente para isso a técnica de design racional, através de software, e
a evolugao dirigida (Rdthlisberger et al., 2008).

Gracas aos avancos tecnoldgicos, o design racional hoje pode ser realizado por
meio de softwares, trazendo todo um arcabouco derivado de conhecimentos experi-
mentais e calculos quanticos, se tornando cada vez mais eficiente. Entre os programas
mais populares estd o protocolo Rosetta de design de enzima (Heckmann and Para-
disi, 2020). De forma resumida, esse protocolo consiste na descri¢do minimalista do
estado de transicao do ligante rodeado pelos aminodacidos cataliticos posicionados de
forma ideal para a catdlise (Jiang et al., 2008). O protocolo ainda estd em desen-
volvimento e, sob certos aspectos, cabe ainda melhoramentos e nesse atual estagio
de desenvolvimento é bastante comum o emprego da estratégia de evolucao dirigida
como complemento em etapas posteriores ao Rosetta (Rdthlisberger et al., 2008).

A combinacao da técnica de design de enzimas e evolucao dirigida apresenta
resultados robustos (Packer and Liu, 2015). A abordagem de projeto de enzimas
conhecida por evolugao dirigida consiste na inspiracao do método adotado pela natu-
reza, evolucao por variabilidade mutagénica e selecao adaptativa, ou seja, através de
mudancas aleatorias nos genes correspondentes a aminoacidos especificos sao gerados
um grande conjunto de enzimas com diversas substituicoes. Em seguida, todas as
enzimas mutantes sao testadas e aquelas que apresentarem uma melhor capacidade
catalitica sao selecionadas, como ponto de partida, para outros ciclos mutageénicos.
Com isso, as mutacoes que forem benéficas sao mantidas enquanto se busca outras
para melhorar a eficiéncia (Strohmeier et al., 2011).
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Inspirado na observagao expressa no artigo Computational Design of Synthetic
Enzymes (Vaissier Welborn and Head-Gordon, 2018) a respeito do protocolo de
design enzimético do Rosetta, este trabalho de mestrado teve o insight necessario
para ser realizado. O que se observou ao ler os trabalhos de revisao dessa area é que
o desempenho geral desses designs nao foram muito bons, recorrendo muitas vezes a
técnica de mutacao dirigida para alcancar melhores resultados. Com isso buscamos
desenvolver uma metodologia, utilizando métodos quanticos, capazes de fornecer
informagoes para melhor selecionar as possiveis enzimas com potencial catalitico.
Desse modo, estamos propondo um melhoramento no rescoring para o protocolo
Rosetta, utilizando de forma combinada descritores de reatividade e o calculo da
entalpia de ligacao enzima-substrato (AHpinding)-
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Capitulo 2

Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Propor uma etapa adicional ao protocolo de design de enzimas Rosetta baseada
no poés-processamento de complexos enzima-substrato pelo uso de descritores de
reatividade e entalpia de ligagdo enzima-ligante (AHpinding)-

2.2 Objetivos Especificos

e Reproduzir dados publicados de design de enzimas de outros estudos.

e Melhorar a classificagao de enzimas modificadas pelo protocolo do Rosetta
utilizando entalpia de ligacao enzima-ligante.

e Identificar, através de descritores quanticos, as estruturas com maior potencial
para catélise enzimatica através da localizacao dos orbitais HOMO-LUMO.
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Revisao Bibliografica

3.1 Enzimas e catalise enzimatica

Enzimas na natureza

Ao longo dos anos, os humanos cultivaram microrganismos e todo seu aparato
enzimatico, especialmente aqueles relacionados a producao de agicares fermentados
com etanol, hidromel, cerveja, vinho e pao. Hoje, temos os recursos tecnologicos
para superar a fermentacao e usar esses catalisadores para fabricar medicamentos,
biocombustiveis, produtos quimicos e terapia de reposicao enzimatica como remédio
para problemas metabdlicos (Neufeld, 2006).

Na industria de biotecnologia, uma alta estabilidade estrutural referente as
enzimas é uma caracteristica valiosa, pois, tem um grande impacto na quantidade
de enzimas e no tempo de processamento necessario, afetando diretamente os custos.
Com o aumento da estabilidade (Cao et al., 2015), ha a possibilidade de elevacao
da temperatura de atuacao enzimatica, o que por sua vez ird acelerar a conversao
do substrato, pois permite que mais substrato atinja o estado de transicao, que é
a etapa que requer maior energia empenhada para que o reagente seja convertido
em produto (Klibanov, 1983). Sendo assim, se faz necessério conhecer todos os
fenomenos quimicos responsaveis pela estabilidade e funcionalidade enzimatica.

Estrutura Enzimatica

Em 1961, Anfinsen e colaboradores mostraram que os peptideos podiam se
dobrar espontaneamente in vitro e hoje se sabe que tanto a estrutura quanto estabi-
lidade dependem da sua sequéncia de aminoécidos (Godoi Contessoto et al., 2018).
Os aminoacidos sao formados por 4 grupos: a-amino, a-carboxil, a-carbono e a
cadeia lateral, conforme mostrado na Figura 3.1.

A uniao desses aminoacidos, considerando suas diversidades estruturais e qui-
micas na tabela 3.1, unido por ligacoes peptidicas gera um polipeptidio (polimero

7
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Figura 3.1: Grupos funcionais de um aminoacido genérico: grupo amina, grupo
carboxil, carbono-a e R da cadeia lateral. Fonte: o autor.

de aminoécidos) conhecida como estrutura primaria, que se dobra em uma estrutura
tridimensional (3D) especifica, denominada estrutura tercidria ou conformagcao na-
tural. Algumas proteinas possuem a capacidade de acelerar reacoes sendo nomeadas
de enzimas. Se essa estrutura tridimensional mudar por qualquer motivo, a enzima
perdera sua atividade e funcao, sendo assim, para o bom funcionamento é necessario
que a enzima mantenha sua forma nativa (Anfinsen et al., 1961).

3.2 Design racional de enzimas

O design racional consiste na alteragao de residuos de aminoacidos utilizando
conhecimento empirico ou tedrico a respeito da estrutura e funcao, ou seja, a partir
de um conhecimento previamente estabelecido. Essa abordagem vem se tornando
mais eficiente gragas ao desenvolvimento computacional com que diversas técnicas
baseadas em mecanica molecular ou mecanica quantica permitem entender melhor a
estrutura enzimatica, sua funcao e dinamica. Outro ponto relevante é a técnica expe-
rimental de cristalografia de raio-x que, pela estrutura elucidada, permite entender
a configuracao nativa da enzima. Essa abordagem apresentou bons resultados e no
estudo de James A. Wells et. al. foi possivel projetar uma protease subtilisina BPN
pela otimizacao racional das interacoes eletrostaticas do substrato aos aminoacidos
carregados, apds 16 mutacoes a enzima aumentou a capacidade catalitica em 1900
vezes em relagao a reagdo nao catalisada (Wells et al., 1987).

Outro uso do design racional foi realizado pelos pesquisadores N S Scrutton
et. al., que pela substituicao sisteméatica dos residuos presentes na glutationa redu-
tase, uma enzima responsavel pela especificidade da coenzima NADP+, foi possivel
alterar a preferéncia da coenzima para NAD+, sem que com isso fosse alterada a es-
pecificidade da enzima para com o substrato (Scrutton et al., 1990). Outras formas
de design racional muito difundida é através de softwares. Os trabalhos de Daniela
Rothlisberger et. al (Rdthlisberger et al., 2008) e Justin B. Siegel et. al (Siegel
et al., 2010) conseguiram, utilizando o protocolo de design Rosetta, demonstrar a
capacidade dessa abordagem no desenho enzimatico.

O primeiro trabalho teve como foco o projeto de uma enzima capaz de catalisar
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a reagao de eliminacao de Kemp, que envolve essencialmente a remocgao de protons
do carbono e a formagao de um radical nitrila. Desse modo, usando o protocolo de
design Rosetta, foi desenvolvida uma enzima chamada KE59 que apresentou uma
capacidade catalitica de 10°> em comparacdo com a reacao nao catalisada.

O segundo trabalho teve como objetivo desenvolver, utilizando o Rosetta, uma
enzima capaz de catalisar a reacao bimolecular de Diels-Alder, reacao que consiste
na adicao do dieno conjugado ao diendfilo. Essa reacao catalisada por enzimas nao
existe na natureza, mas apés o redesenho apresentou atividade de 0.10 4+ 0.02 hr—*
em relacao a reacao nao catalisada, sendo confirmada por cristalografia de raios-X e
caracterizagao cinética. Essa estrutura recebeu a identificacao de DA_20_00. Nesse
mesmo trabalho, utilizando a intuigao quimica, foram alterados seis aminodacidos,
alcancando uma catdlise de 2.13 £ 0.24 hr~!, essa denominada de DA_20_10.

O sucesso do design Rosetta, mesmo ainda carecendo de melhorias, se divide
em dois aspectos, o seu protocolo e sua funcao escore. Ambas aplicadas visando se-
lecionar as possiveis estruturas que apresentaram as melhores atividades cataliticas.
Como o objetivo desse trabalho é propor melhoria no procedimento de ranqueamento
e selecao desse software, seus aspectos fundamentais serao melhor apresentados nos
topicos a seguir.

Protocolo de Design Enzimatico no Rosetta

Um dos mecanismos pelo qual as enzimas aceleram reagoes é a estabilizacao do
estado de transicao. Buscando aprimorar essa caracteristica, o algoritmo de design
enzimatico Rosetta foi desenvolvido. O protocolo comega com uma descricao da
geometria otimizada em um modelo de estado de transicao cercado pelos residuos
cataliticos do sitio ativo de forma adequada para catalise, recebendo o nome de
theozima. Em seguida, se utiliza o algoritmo match implementado no Rosetta para
criar um conjunto de estruturas enzimaticas com o ligante acoplado em possiveis
posigoes onde o sitio ativo serd desenhado. Por fim, a etapa de design se inicia,
variando-se os residuos nao cataliticos, visando aumentar a afinidade do sitio ativo ao
ligante no estado de transigao (Richter et al., 2011). A figura 3.2 reflete o fluxograma
referente ao funcionamento do protocolo de design Rosetta.
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scaffold library ?::3;‘:

optimize catalytic interactions

design active site with
catalytic restraints

cycle 3 times

minimize active site
with catalytic
restraints

.

repack and minimize without
catalytic restraints

experimental
characterization

Figura 3.2: Representacao esquematica do protocolo de design Rosetta. Fonte:
(Richter et al., 2011).

Theozima

A primeira etapa, citada anteriormente, consiste em modelar e avaliar o es-
tado de transicao do ligante posicionado junto aos residuos cataliticos encontrados
na literatura e otimiza-los, espacialmente, através de calculos quanticos. Definida
a theozima, um arquivo de restricao geométrica chamada “arquivo cst” é gerado,
consistindo em blocos - para cada interacao entre o residuo catalitico e o ligante.
Esse arquivo é fundamental para o uso do algoritmo de pesquisa do Rosetta, Mat-
ching, pois, utiliza os dados desse arquivo para transplantar a theozima na estrutura
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Tabela 3.1: Cédigo dos residuos de aminoacidos

Cédigo de 1 letra Cédigo de 3 letra Nome do residuo
A Ala Alanina
C Cys Cistina
D Asp Aspartato (Acido aspartico)
E Glu Glutamato (Acido glutémico)
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina
H His Histidina
I Ile Isoleucina
K Lys Lisina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Aspargina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina (Glutamida)
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
\Y Val Valina
W Trp Triptofano (Triptofana)
Y Tyr Tirosina

cristalografica de diversas enzimas/proteinas. Outro uso ocorre durante a etapa de
design, sendo usado para restringir os residuos cataliticos a geometria desejada du-

rante a otimizacao e minimizagao baseada em gradiente do sitio ativo a ser projetado
(Richter et al., 2011).

A descricao resumida de um bloco no arquivo de restricao é expressa na figura
3.3 A primeira coluna é a distancia do residuo ao ligante. O valor de 3,06 A¢
a distancia; Proxima coluna é uma faixa de valores toleravel para a distancia; A
terceira coluna é a constante de forca, usada na penalidade de pontuacao; Para
a quarta coluna, insere-se valor 1 ou 0, sendo 1 para ligacao covalente e 0 para
interacao ionica; A ultima coluna é opcional e aumenta pontos de amostragem em
2n + 1 (Richter et al., 2011).

Ja para os angulos e torgoes as variaveis tém as seguintes utilidades: A primeira
coluna é o angulo do residuo em relacao ao ligante, que corresponde a 73,6°; A
proxima coluna é a faixa aceitavel para esse angulo; A terceira coluna é a constante
de forca, usada na penalidade de pontuacgao; Ja a quarta coluna é responsavel por
especificar a periodicidade da restricao. Por exemplo, se x0 é 73,6° e a periodicidade,
definida na imagem 3.3 como per, sendo 180°, a fungao de restrigao tera 2 minimos,
um em 73,6° e outro em 253,6° graus; A ultima coluna é opcional semelhante a ja
explicada anteriormente (Richter et al., 2011).

Por fim, a nomenclatura de residue3 e residuel sao, respectivamente, o codigo
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#block 1 for glutamate proton abstracting residue

C5T: :BEGIN
TEMPLATE: : ATOM MAP: 1 atom name: C3 C1 06
TEMPLATE: : ATOM MAP: 1 residue3: 1nl
TEMPLATE: : ATOM MAP: 2 atom type: 00C ,
TEMPLATE: : ATOM MAP: 2 residuel: ED

#Identificacdo das variaveis: x8 xtol k per
CONSTRAINT:: distanceAB: 3.86 8.2 180. @
CONSTRALINT: : angle A: 73.6 18. 80.0 360.
CONSTRAINT: : angle B: 128.0 15. 88.8 368.

CONSTRAINT:: torsion AB: 180.0 90. B.08 360.
CONSTRAINT:: torsion B: 188.0 15. 8.00 360.
CST: :END

oW e oD

]

]
CONSTRAINT:: torsion A: -101.2 15.0 60.0 3&0.

8

8

Figura 3.3: Representacao do arquivo de restricao .cst. Fonte: o autor.

de 3 e 1 letra dos aminoacidos, visto na tabela 3.1, sendo, no caso do 1nl, a represen-
tagao do ligante. J& para o atom_type e atom_name sao responsaveis por identificar,
respectivamente, o tipo atomico, como fungoes orgéanicas, e os nomes dos atomos e
suas posi¢oes numéricas, como carbono 3 e oxigénio 6 (Richter et al., 2011).

A etapa de Matching

Nesta etapa, o modulo Rosetta match é usado para inserir a theozima, usando
as informagoes do arquivo .cst em cada estrutura proteica cristalogréfica. O aco-
plamento do ligante a cavidade da estrutura juntamente com os residuos cataliticos
nao afeta a estrutura proteica a suas cadeias laterais.

Normalmente, apenas um conjunto de cavidade das proteinas sao considerados
durante o match, devido a dificuldade de gerar locais de ligacao em regioes enterradas
ou hidrofébicos. Pois, se sabe que tentar criar um sitio de ligagao muito enterrado a
macromolécula é probleméatico devido a instabilidade estrutural gerada. Em segundo
lugar, muitas cavidades exigirao maior poder computacional, especialmente recursos
como memoria e tempo de execugao, muito provavelmente porque mais dtomos serao
necessarios para o modelo estrutural. Por fim, o usuario deve preparar cada estrutura

e selecionar qual dos dois algoritmos existentes no Rosetta serd usado ([Richter et al.,
2011).

O protocolo do Rosetta match se divide em dois algoritmos sendo nomeados
por correspondéncia classica e secundaria, podendo ambas ser usadas na mesma
rodada do protocolo. No caso do algoritmo de correspondéncia cléssico, é necessario
fornecer valores para os 6 parametros, presentes no arquivo .cst expressa na figura
3.3, que conectam a cadeia lateral e o ligante no estado de transicao. Em suma, para
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cada bloco presente no arquivo, o algoritmo constroi essa interagao da theozima em
cada posicao possivel na cavidade alvo. Para cada teste construido, é verificado se
ha colisdes com o backbone da proteina, registrando, caso nao haja alguma, a sua
configuragao em trés coordenadas cartesianas e trés euclidianas, recebendo o nome
de hit (Richter et al., 2011).

J& para o algoritmo de correspondéncia secundaria, esse consiste em gerar con-
formacoes dos residuos de aminoacidos para cada bloco presente no arquivo .cst em
toda cavidade alvo. Entao, para cada conformacao r, é avaliada sua geometria com
hit gerado no algoritmo de correspondéncia cléssica. Se a geometria da conforma-
¢ao r e do hit h, corresponder a geometria do bloco existente no arquivo .cst suas
seis coordenadas sao consideradas como uma interacao sem colisao sendo registrada
como um hit (Zanghellini et al., 2006).

Depois de gerar hits para todas as interagoes presentes em cada bloco no
arquivo .cst, todas as coordenadas sao colocadas em uma tabela nomeada de bin
hash, responsavel por reunir todas as possiveis coordenadas capazes de gerar uma
theozima. Se verificar que nos bin hashs houver no minimo um hit para cada um
dos blocos no arquivo .cst entao ocorre o match, desse modo, o ligante e residuos
cataliticos sdo transplantadas com sucesso na estrutura proteica (Richter et al.,
2011).

O algoritmo de combinacao primdria e secunddria tém seus 6nus e bonus. A
secunddria tem por vantagem o fato de ser derivado do hit gerado anteriormente,
sendo assim, nao ha necessidade de especificar os seis parametros no arquivo .cst. Nos
problemas em que os pontos importantes sao a distancia e os 2 angulos de ligacao,
enquanto os 3 diedros nao sejam importantes, o algoritmo secundario pode esquecer
os diedros, reduzindo o tempo de execucao. Esse problema na correspondéncia
primaria necessitaria em varrer esses diedros em toda a faixa dos 360 graus. Em
segundo lugar, a correspondéncia secundaria também pode ser usada para identificar
interacoes da theozyme entre duas cadeias laterais, uma vez que cada posicao do
ligante, bem como os rotameros, dos quais ela se originou, sao armazenados no
mesmo hit. Por fim, outra grande vantagem da correspondéncia secundaria esté na
sua capacidade de avaliar a geometria entre rotameros projetados para interagoes
na theozyme e rotameros anteriormente gerado no hit (Richter et al., 2011).

O beneficio da correspondéncia primaria em detrimento a secundaria é que a
sua execucao significativamente mais rapida, caso haja uma grande variedade de
colocacoes geradas pelas interagoes dos residuos-ligante na theozyme. Pois, a efici-
éncia de colocacao das interagoes referente a theozyme utilizando a correspondéncia
secundaria diminui quanto mais colocagoes anteriores aos ligantes existirem, pois,
cada um deles tera de ser testado novamente, como citado anteriormente. O algo-
ritmo de correspondéncia primario, porém, gera as colocagoes de ligante a partir das
coordenadas dos rotameros da cadeia lateral e os registros dentro do arquivo de res-
tricao geométrica no arquivo .cst, portanto, sao imparciais as colocagoes do ligante
anteriormente gerado. Outra desvantagem da correspondéncia secundéria se da de-
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vido a nao conformagao geométrica das interacoes do ligante-residuo de maneira
muito apropriada, forcando o usudrio a tolerar grandes valores para uma interagao
especifica ou amostrar densamente uma certa interagao na theozyme (Richter et al.,

2011).

Etapa do design

Depois que se coloca o ligante na estrutura proteica comeca a etapa de design.
Essa etapa no Rosetta consiste em quatro passos:

A Indicacao de quais residuos entram no design e quais precisam ser minimizados;
B Otimizagao da interacao catalitica;

C Ciclos de desenho e minimizacao com limitacao geométrica presente no arquivo
.cst;

D Minimizacao da sequéncia projetada sem restrigoes.

No projeto da estrutura de entrada é possivel a determinagao automética dos
residuos a serem redesenhados. O Rosetta divide os residuos em 5 grupos com base
na sua distancia, em A, do ligante:

1. Residuos cujo C, estao dentro de uma distancia definida em cutl de qualquer
atomo pesado pertencente ao ligante sao selecionados para design;

2. Para os C, dos residuos que estao dentro de uma distancia cut2, de qualquer
atomo pesado do ligante e o Cz mais préximo a esse atomo do que C, sao
selecionados para design, é necessario que cut2 seja maior que cutl;

3. Os residuos que tém seu C, dentro de uma distancia de corte cut3, de qualquer
atomo pesado do ligante sao selecionados para minimizagao. E necessario que
cut2 seja menor que cut3;

4. Ja os residuos que possuem o C, dentro de uma distancia, cut4, de qualquer
atomo pesado do ligante e o Uz mais préximo desse atomo do ligante serao
ajustados para minimizacao. A quantidade cut4 precisa ser maior que cut3;

5. Por fim, para os residuos que nao estao em nenhum dos quatro grupos citados
anteriormente, estes sao mantidos fixos.

Para a minimizacao do sitio, apenas os angulos ¢ e @ dos residuos podem se
mover dentro da area de projeto citada acima, movendo seus atomos de C,, apenas
em 0,5 Aa partir de sua posicao inicial, evitando assim, com que o backbone da
estrutura proteica se mova permitindo otimizar o seu enovelamento, melhorando
seu score. Uma alternativa para a otimizacao baseada em gradiente é a realizacao
da amostragem de Monte Carlo (Richter et al., 2011).

Nas posicoes para redesenho, se aplica o algoritmo de Monte Carlo do Rosetta
(Moretti et al., 2016), sendo usado para alterar a sequéncia de aminoédcidos nao
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cataliticos, na regiao do projeto, buscando reduzir a energia do estado de transigao.
As restricoes geométricas sao mantidas ao longo deste estagio e uma vez criada a
nova sequéncia, o sitio ativo resultante é minimizado. Essas 2 etapas sao iterativas
e se repetem por volta de 2 a 4 vezes.

No final do processo iterativo, de design e minimizacao dos residuos nao ca-
taliticos, ocorre uma ultima minimizacao sem aplicacao das restri¢oes presentes no
arquivo .cst. Com isso, até mesmo os residuos cataliticos sao minimizados, etapa
essa necessaria para verificar se o novo sitio ativo desenvolvido é capaz de manter
os residuos cataliticos em sua conformacao definida no arquivo de restri¢ao (Richter
et al., 2011).

Avaliacgao e classificagao das sequéncias projetadas

Em um projeto enzimatico tipico, um grande ntimero de até milhares de es-
truturas sao normalmente projetadas. Por isso, se faz necessario para cada modelo
criado pelo protocolo de design Rosetta uma pontuacgao que reflita as sequéncias
com maior propensao catalitica.

E possivel simplesmente escolher o modelo com a classificagao geral, porém,
essa pontuacao nao ira refletir todas as caracteristicas necessarias para o bom fun-
cionamento enzimatico. Visto isso, se faz necessario ponderar outras propriedades e
sua pontuacao, sendo as principais o numero de ligacoes de hidrogénio, niimero de
atomos polares enterrados insatisfatoriamente, contatos nao locais como entre resi-
duos que estao distantes na sequéncia, pontuacao geral da enzima utilizando uma
funcao ponderada com diversos fatores e a estimativa da energia de ligacao.

Por fim, para cada modelo gerado no Rosetta, tanto suas pontuagoes quanto
sua localizagao sao depositadas, a cada linha, em um documento de saida. Na
sintaxe geral, os rotulos das colunas terminando em -pm”sao determinados usando
métrica de estrutura - pose. Ja para os residuos cataliticos, as suas pontuagoes sao
representados pela sigla SRN, onde N se refere aos residuos, e a estimativa da energia
de ligagao é reconhecido pelo termo SR(N+1) (Richter et al., 2011).

Fungoes Score

A proteina tem uma variedade de formas tridimensionais para suportar e aco-
modar uma ampla gama de mecanismos, visando catalisar iniimeras reacoes. Devido
ao potencial referente a sequéncia de aminoacidos, sua estrutura e o delicado equi-
librio entre as contribuicoes de entalpia e entropia das interacoes nao covalentes, se
faz necessério o desenvolvimento de fungoes de pontuacdo/energia, mesmo de forma
aproximada, para contabilizar as interacoes, afim de que auxiliem na modelagem
molecular. A funcao de energia se apoia na hipotese de Anfinsen, em que a con-
formacao nativa - de baixa energia - é termodinamicamente estavel. Esse estado
se encontra no fundo do poco de energia, no qual a energia de Gibbs é favoravel
(Godoi Contessoto et al., 2018).
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Para distinguir entre estruturas enoveladas, desnoveladas e nativas, os pro-
gramas de modelagem molecular requerem relagoes matematicas. Essas funcoes sao
uma mistura linear de termos que calculam a energia como uma funcao de diferentes
graus de liberdade. Os primeiros modelos integram a capacidade do potencial de
Lennard-Jones, que representa as interacoes de van der Waals, sendo esta parame-
trizada através de um conjunto de moléculas pequenas. Hoje em dia, ha uma vasta
familia de fungdes de energia, entre elas estao o AMBER (Cornell et al., 1995),
OPLS (Jorgensen and Tirado-Rives, 1988), e CHARMM (Brooks et al., 1983).

Com maior poder computacional permitindo melhorias nos parametros mole-
culares usando calculo quantico ab initio, melhorias nos métodos usados para deter-
minar propriedades referente a estrutura proteica possibilitaram funcoes de energia
com parcelas e parametrizagoes mais eficientes. Para regular a modelagem de alta
performance, Kuhlman, Baker e colaboradores apresentaram a funcao de energia
Rosetta, que enfatizava o empacotamento de atomos, ligacao hidrogénio, solvatagao
e angulos de torgao de macromoléculas enoveladas (Alford et al., 2017). A funcao
inclui uma versao de solvatagao implicita de pares complementares e termo ele-
trostatico derivado estatisticamente, potencial de Lennard-Jones e um termo para
preferéncias de rotamero, conformagao da cadeira lateral do aminoacido, estruturado
no backbone (Alford et al., 2017). As principais equagoes sao descritas a seguir:

A Etotal = Z wiEi(Oi, aai) (3.1)

A equacao 3.1 descreve a AF;.q, € calculado como uma combinacao linear
de termos de energia E; que sao calculados como fungoes dos graus de liberdade
geométricos (0;) e sua identidades quimicas (aa;) além do dimensionamento por um
peso em cada termo (w;).

o\ 12 NG
B o—e . |(Z) _of%i 9
vdw €i,j [(dz,j) (di,j) ] (3 )

Ja a equacao 3.2 descreve a forma calculada para a interacoes de van der Waals
no Rosetta, esse potencial de Lennard-Jones é calculado com a energia de interacao
dos dtomos i e j em diferentes residuos dada a soma de seus raios atomicos, o; ;, a
distancia de pares dos atomos, d; ;, além da sua distancia média referente ao minimo
no pocgo de energia potencial da interagao, €; ;.

Ehpona = Z wy - wa - f (E;%fnd (dua) + Efgoty (© anp) +
H,A

Epat (©pan) + Enzid™ (p, ®p,pam, Opan) (3.3)
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A equacao 3.3 refere-se a energia da ligacao de hidrogénio sendo descrita pela
multiplicagao de dois pesos especificos a entidade atomica, wy e wy, que explicam a
forca varidvel das ligagdes de hidrogénio. O termo E,]fbfflgm depende da hibridizacao
do orbital aceptor de prétons, p, e a funcao f(x), equacao 3.4 e usada na equagao
3.3, é usada para suavizagao, evitando a descontinuidade da derivada, garantindo
as ligagoes de hidrogénio nos casos mais extremos. A distancia entre o receptor e
o doador de protons é definida pelo termo dg 4, seus angulos pelos © 4gp € Opay

além de seu angulo de torcao ®p,pan.

A combinagao da mecanica molecular e potenciais de torcao derivados de dados
estatisticos permitiu uma boa previsao dos sistemas. Em 2004, avancos considera-
veis nas ligacoes de hidrogeénio, modelos de solvatacao, analises conformacionais do
backbone e rotameros foram realizadas (Alford et al., 2017). No processo, esses
desenvolvimentos permitiram o Rosetta lidar com novos desafios na modelagem bi-
omolecular como o refinamento estrutural obtido de cristalografia de raios-X. Esses
desenvolvimentos permitiram o design de imunogeénicos, tipos de peptideos de bi-
omineralizacao e enzimas que realizam novas fungoes. Foi adicionado, no Rosetta
Energy Function 2015 (que possui o codinome REF15), funcoes de energia adicionais
para estimar a energia em kcal/mol ao invés de fungoes com unidades arbitrarias.
Desse modo, a energia calculada e usada no Rosetta, se mostra bem robusta, em
relagao a sua versao anterior para modelar e avaliar estruturas geradas pelo mesmo

(Alford et al., 2017).

3.3 Meétodo evolutivo de enzimas

Métodos de evolugao enzimatica utilizam a teoria de Darwin, pois, aplicam a
variabilidade mutagénica e selecao adaptativa, buscando aprimorar certas caracte-
risticas. Essas técnicas usam como base, aplicando certas alteracoes, o PCR, poly-
merase chain reaction. Essa técnica foi desenvolvido na década de 1980 por Kary
Mullis, ganhador do prémio Nobel de Quimica em 1993 junto com Michael Smith,
que permite a multiplicagdo de uma fita de DNA (Heckmann and Paradisi, 2020).

Como mostrado na figura 3.4, os principios da PCR sao a desnaturacao do
DNA em alta temperatura, em seguida, os primers fornecidos na mistura reacional
sao acoplados na fita e o DNA é copiado. Desse modo, ciclos repetidos amplificam
exponencialmente a sequéncia alvo. Ja os primers sao uma sequéncia curta de
nucleotideos que fornecem um ponto de partida na sintese do DNA, definindo a
regiao que sera copiada.

No inicio da década de 1990, Frances Arnold, utilizou essa técnica incorporando
mutacoes aleatérias nessas fitas, gerando uma ampla gama de mutantes. Desenvol-
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Figura 3.4: Esquema do PCR. Fonte: (Biolabs, 2022).

vendo, assim, a evolucao dirigida, recebendo em 2018 o prémio Nobel de Quimica
(Heckmann and Paradisi, 2020). Ela modulou a polimerase para que ocasionalmente
incorporasse nucleotideos incorretos, recebendo o nome de epPCR, que promove a
mutacao aleatéria na fita. Com essa técnica, foi possivel desenvolver uma subtili-
sina E, apds introduzir 10 mutagoes capaz de ser tolerante as altas concentracgoes de
dimetilformamida (DMF) (Chen and Arnold, 1993).

Em anos posteriores foi adicionado o DNA shuffling ao método evolutivo, esse,
implementado por Pim Stemmer em 1994 (Stemmer, 1994), permite ampliar a uti-
lizacdo de genes, imitando a recombinacao de DNA que ocorre em organismos como
forma de aumentar a diversidade genética, permitindo a mistura de diversas pro-
tefnas, e assim, gerando diversas sequencias distantes das naturais (Heckmann and
Paradisi, 2020).

Posteriormente, devido ao fato de que o maior problema da evolugao dirigida
ser a etapa de triagem, foram desenvolvidos softwares para melhorar a capacidade
de identificar as estruturas com maior potencial catalitica. Para isso, foi necessaria
uma maior compreensao referente a estrutura proteica e gragas aos avangos expe-
rimentais e tedricos-computacionais essa lacuna foi preenchida, utilizando técnicas
como cristalografia de raio-X, docking, dinamica molecular e modelagem proteica, é
possivel analisar a contribuicao de certas mutagoes ao sistema. Destaca-se entre os
softwares, o protocolo de design enzimatica do Rosetta e sua implementacao de-novo
design de proteinas (Heckmann and Paradisi, 2020).
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Com esse conhecimento desenvolvido, processos como o SCHEMA ( Voigt et al.,
2002), que permite identificar e avaliar as mutagoes segundo a sua capacidade em
afetar o processo de enovelamento da enzima, e CASTing (teste de sitio ativo com-
binatdrio), em que véarios residuos que revestem o sitio ativo sao alterados ao mesmo
tempo, permitindo que surjam efeitos sinérgicos entre as mutagoes, conseguem redu-
zir o tamanho da biblioteca de mutantes a serem testadas (Heckmann and Paradist,
2020). A segunda técnica, citada acima, teve sucesso na criagdo de amino desidro-
genases enantiosseletiva, a partir de uma leucina desidrogenase (Abrahamson et al.,
2012), além de permitir mudancas de enantiosseletividade (Reetz, 2013) e aumento
do escopo dos ligantes a enzima (Reetz et al., 2005).

Na evolugao dirigida, recursos como dados estatisticos e tedricos referente as
mutacoes veem sendo aplicados nas técnicas de machine learning. Dentre as técnicas
destacam-se as relagoes de atividade de sequéncia de proteina (ProSAR), que veem
fornecendo bons resultados ao serem aplicados (Heckmann and Paradisi, 2020). O
ProSAR consiste em classificar se uma certa mutagao ¢ benéfica, neutra ou preju-
dicial, desse modo, informando qual desses devem ser incorporadas em bibliotecas
posteriores, para sempre ser testadas, ao invés de eleger uma melhor variante e a
partir dela gerar uma nova biblioteca, ignorando as mutacoes anteriores. Essa estra-
tégia foi aplicada com sucesso na criagao de uma haloidrina dehalogenase (HHDH),
ao longo de 18 rodadas de evolucao implementando 35 mutagoes. Essa enzima sin-
tetiza o (R)-4-ciano-3-hidroxibutirato, sendo esse composto um intermedidrio para
sintese de atorvastatina, medicamento capaz de reduzir o colesterol. Nesse traba-
lho, os autores observam que metade das mutacoes presentes na estrutura final nao
estavam presentes no inicio nas melhores mutagoes estruturais selecionadas, desse
modo, teria sido perdida se nao fosse aplicada a técnica ProSar (Fox et al., 2007).

Através da combinacao das técnicas, citadas anteriormente, outros casos de
sucessos surgiram. O pesquisador Savile utilizou essas ideias para gerar uma enzima
transaminase (Savile et al., 2010). Sendo utilizado a partir de uma enzima que apre-
sentava baixa atividade para um ligante e que era andloga ao composto sitagliptina.
Com base nessa baixa catélise para um ligante parecido ao que se desejava projetar,
foi possivel desviar sua rota catalitica, permitindo catalisar esse novo ligante, ideia
essa ilustrada na figura 3.5. Foram utilizadas 11 rodadas de evolugao incorporando
27 mutacoes, utilizando as técnicas de CASTing, proSAR e epPCR, o que gerou
36.480 variantes. Esse processo conseguiu desenvolver uma estratégia mais eficiente
que o processo alternativo de aminagao redutiva catalisada por rédio (Heckmann
and Paradisi, 2020).

Outro caso de sucesso foi a produgdo de uma enzima imina redutase (IRED)
para sintetizar o inibidor de LSD1-GSK2879552, um composto que inibe o cresci-
mento celular em células tumorais. Devido a escassez de informagoes estruturais,
foi selecionada uma estrutura que apresentava potencial para evolucao dirigida e
posteriormente foi utilizado a técnica de CASTing em quase toda a estrutura, sendo
alterados os 256 das 296 posicoes residuais. Em seguida foram analisadas as mu-
tagoes benéficas a luz da andlise estatistica e o software CodeEvolver para, assim,
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Figura 3.5: Ideia que envolve a mudanca de rota catalitica na evolucao dirigida
(Heckmann and Paradisi, 2020)

gerar uma biblioteca de mutantes. Por fim, apds 3 rodadas de evolucao, foi desenvol-
vida uma enzima com 13 mutagoes que conseguiu sintetizar 1,4 kg de GSK2879552
(Schober et al., 2019).

Os avancos dessa técnica permitiu o grupo de Frances Arnold desenvolver, uti-
lizando a evolucao dirigida, uma reacao em uma proteina que nao possui nenhuma
atividade catalitica (Heckmann and Paradisi, 2020). Eles utilizaram a citocromo ¢
(cytc) como base para catalisar uma ligagdo carbono-silicio, mais uma reagao ine-
xistente na natureza. Apés a triagem, identificaram que um cytc de Rhodothermus
marinus apresentava baixa atividade e utilizando o CASTing identificaram 3 mu-
tagoes em residuos, gerando uma melhoria de 15 vezes em relagao aos catalisadores
sintéticos de tltima geragao, apresentando alta enantiosseletividade (Kan et al.,
2016).

Por fim, como foi possivel observar, o sucesso dos estudos citados estava atre-
lado além da geracao de bibliotecas eficientes a escolha de estruturas. Desse modo
algoritmos de busca como o BLAST tém sido desenvolvidos hd muito tempo, onde
esse consegue a partir de modelos de comparagao estrutural definir a provavel fun-
¢ao de uma sequencia de DNA e consequentemente estruturas candidatas a evolugao.
Com o avancos do conhecimento e dos bancos de dados em relacao as estruturas pro-
teicas e enzimaticas, a evolucao dirigida vem ganhando espago como uma ferramenta
poderosa para auxiliar a descoberta de novos catalisadores (Heckmann and Paradist,
2020).

3.4 Métodos de Quimica Quantica

Um dos principais objetivos da quimica quantica é buscar resolver a equacao
de Schrodinger para verificar com exatidao as propriedades dos sistemas atomicos e
moleculares. Devido a complexidade das equagoes, surgiram os métodos de quimica
quantica que se dividem em ab initio, DFT e semiempirico.

Os métodos ab initio buscam resolver a equacao de Schrodinger de forma mais
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proxima da solugao exata, evitando ao maximo as aproximacoes. Esse fato implica
a esses métodos a necessidade de um maior poder computacional devido a complexi-
dade das equagoes em sistemas moleculares com muitos atomos, consequentemente,
levando muito mais tempo para encontrar a solucao. Dentre os mais aplicados hoje
estdo: Teoria de perturbac¢ao de muitos corpos de Mgller-Plesset (MPn) e Campo
multi-configuracional autoconsistente (MCSCF, incluindo CASSCF e RASSCF) e
Coupled Cluster (Pesséa et al., 2018)

Os métodos DFT surgiram como uma alternativa para os métodos ab initio
que substitui a funcao de onda de muitos elétrons pela funcao de densidade eletro-
nica. Essa alteracao, juntamente com o aprimoramento dos funcionais de troca e
correlacao, fornece resultados exatos em relagao aos dados experimentais e com custo
computacional menor quando comparado com os métodos ab initio. Dois funcionais
que se destacam sao: B3LYP e M06-2X (Pessoa et al., 2018)

Os métodos semiempiricos se destacam por permitir o tratamento de grandes
sistemas moleculares a baixo custo computacional. Para isso certas integrais em
seus elementos de calculo sao zeradas ou substituida por parametros experimen-
tais/ajustaveis, como, por exemplo, a energia de ionizacao, entalpias de formagao
atomicas, entre outras. Além disso, é realizado o tratamento explicito, que consiste
em resolvendo as equacoes, apenas dos elétrons de valéncia utilizando a base minima,
enquanto os elétrons internos sao abordados de maneira implicita (Laschuk, 2005).
Com tais aproximacoes, esses métodos necessitam de parametrizacao e validagao
estatistica como uma etapa posterior ao seu desenvolvimento. Os métodos atuais
possuem uma boa relagao custo computacional e poder preditivo, destacando-se hoje
o método PM7 no tratamento de biomoléculas (Pesséa et al., 2018).

Como visto, o custo computacional é fundamental para a viabilidade de um
método a depender do tamanho do sistema. Assim, buscando tratar grandes estru-
turas de maneira ainda mais rapida foi implementado no software MOPAC (Stewart,
1990), que comporta todos os métodos semi-empiricos até aqui citados, o algoritmo
de escalonamento MOZYME (Stewart, 1996). A ideia por trds dessa estratégia estd
em trabalhar com orbitais moleculares localizados baseados em estruturas de Lewis.
Durante a convergéncia da energia FsCF' e da densidade eletronica, esses orbitais
moleculares localizados nao sao permitidos a perderem a condicao de localizagao,
mas mantendo a ortogonalidade entre eles, como ¢ requerido no método de Hartree-
Fock-Roothaan. Esse método ainda usa um formato de matrizes esparsas préprio,
o que confere um menor custo em alocar dados na memoéria, bem como de opera-
¢oes de ponto flutuante. Isso s6 é possivel porque interacgoes eletronicas de longo
alcance, na maior parte das vezes, tende a um valor muito baixo e podem ser igno-
radas, dentro do contexto de uso de orbitais moleculares localizados e da aplicacao
de raios de corte no inicio do calculo. Diante desses aspectos, ao analisar a relacao
do tempo gasto para encontrar a solucao do sistema, é possivel reduzir o grau de
complexidade do algoritmo Hartree-Fock-Roothaan-SCF de N2 para N2, onde N é o
nimero de atomos da molécula. Assim, a complexidade do algoritmo SCF passa de
uma relacao cubica para quadratica, entre o tempo gasto e o niimero de atomos do
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sistema molecular, permitindo encontrar essa solugao em um menor tempo.

3.5 Descritores de reatividade

PRIMorDIA
O PRIMoRDiA (PRIMoRDiA Macromolecular Reactivity Descriptors Access),

é um software desenvolvido pelo Grupo de Quimica Quantica Aplicada a Sistemas
Bioldgicos da Universidade Federal da Paraiba - UFPB (Grillo et al., 2020d). Sendo
escrito em C++ com recursos de programacao paralela, possui o objetivo de calcular
de forma rapida e eficiente descritores de reatividade derivado do formalismo refe-
rente ao Conceptual Density Functional Theory. Seu funcionamento se baseia no uso
de outputs de softwares de mecanica quantica, como Gaussian, GAMESS, ORCA e
MOPAC, e calculando os descritores com base nos orbitais presentes na fungao de
onda retirada desses programas gera seu préoprio outputs. Esse arquivo de saida se
divide em 2 tipos, sendo o primeiro arquivo formatado para trabalhar com dados
numeéricos, enquanto o segundo para ser aberto em programas graficos, onde seus
dados podem ser visualizados e analisados de forma agil. E possivel extrair desses
outputs dados volumétricos, que auxiliam em anélises semelhantemente ao volume
de van Der Waals, ou pontuais presentes nos atomos ou residuos de aminoéacidos.

Até esse momento, o PRIMoRDiA foi utilizado em 4 estudos, sendo os artigos
indicados nas referéncias em seguida: (Grillo et al., 2020c), (Grillo et al., 2020b),
(Grillo et al., 2020a) e (Grillo et al., 2020d).

O primeiro realizou calculos single-point semiempiricos para obter os descrito-
res utilizando a aproximacao de orbitais congelados com o formalismo dos orbitais
moleculares da banda de fronteira. Através do cdlculo das sucessibilidades a ataques
nucleofilico e eletrofilico foi possivel demostrar o grande potencial em prever os li-
gantes com capacidade inibitéria ativa referente a protease do HIV-1 (Grillo et al.,
2020c).

O segundo estudo foi produzido pela mesma equipe e buscou elucidar a cata-
lise enzimatica de trés enzimas utilizando os descritores moleculares de reatividade.
Para isso foi utilizado os métodos quanticos semiempiricos para descrever trés ca-
minhos de reagao, calculando os descritores locais de dureza e sucessibilidades a
ataques nucleofilico e eletrofilico. Para a dureza do sitio ativo nao houve mudanca
substancial, principalmente para os residuos que estabilizam a estrutura de reagao.
Ja a sucessibilidades, por outro lado, apresentou mudancas abruptas durante a coor-
denada de reacao, revelando sua influéncia durante a catéalise. Por fim, os autores do
estudo concluiram que o PRIMoRDiA pode fornecer muitas informacoes e melhorar
as andlises proteicas (Grillo et al., 2020b).

Ja no terceiro estudo, os autores estudaram a enzima chiquimato 5-
desidrogenase, que causa tuberculose(Grillo et al., 2020a). Nesse estudo, os autores
aplicaram dinamica molecular, scan relaxado, descritores moleculares e simulacao
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de energia livre. Dentre as andlises obtidas foi observado uma possivel relevancia
para a Thr65 (residuo do sitio ativo) ainda nao relatada na literatura (Grillo et al.,
2020a). Por ultimo, o PRIMorDIA foi utilizado para monitorar as caracteristicas
presentes no sitio ativo da protease do SARS-CoV-2 que evoluiram por mutacao a
partir do SARS-CoV-1, e, com isso, identificar um potencial inibidor, fornecendo,
desse modo, insights para auxiliar outros pesquisadores no desenvolvimento de me-
dicamentos (Grillo et al., 2020d).

Os outputs graficos gerados pelo PRIMoRDiA sao formatados para que possam
ser abertos e manipulados no Pymol, um programa de visualizacao de estruturas
moleculares, facilitando a analise visual desses descritores. Por fim, o formalismo que
¢ utilizado para obter esses descritores sera descrito em detalhes na secao seguinte.

Formalisto tedrico do cdlculo dos Descritores de Reatividade

Os avancos no desenvolvimento em hardware e algoritmos eficientes, impulsio-
naram os cdlculos de mecanica quantica em sistemas cada vez maiores (Mati Karel-
son and Katritzky, 1996). Os novos métodos semiempiricos fornecem, para grandes
sistemas moleculares, boas resolugoes em um tempo de processamento consideravel-
mente curto, o que torna os calculos quanticos uma fonte atraente para o calculo de
novos descritores moleculares, que, em principio, podem ser usados para descrever
todas as propriedades moleculares. Esse aparato matematico fornece uma descri¢ao
mais detalhada e precisa dos efeitos eletronicos, além disso, os descritores eletroni-
cos gerados sao capazes de ser usados sozinhos ou adicionados, em combinagao, a
outros descritores, podendo também ser separados com base nos atomos ou grupos,
descrevendo, assim, muitas regioes moleculares diferentes na mesma estrutura. Por
fim, dados experimentais corroboram com a eficiéncia desses descritores, visto a sua
relacao com os dados tedricos a respeito das reatividades dos compostos organicos,
coeficientes de partigdo octanol/dgua entre outras (Mati Karelson and Katritzky,
1996).

Posto isso, buscando uma forma sistematica de obtencao desses descritores,
apos a obtencao da funcao de onda, foi desenvolvido o software PRIMoRDiA (Grillo
et al., 2020d) que através da teoria da CDFT (Conceptual DFT) fornece conceitos
quimicos abrangentes. Os conceitos sao derivados da equacao diferencial fundamen-
tal do método DFT (Geerlings et al., 2003), conforme mostrado na eq. 3.5, devido a
manipulacao da série de Taylor ou suas derivadas, a fim de fornecer dados numéricos
relativos a estrutura eletronica no que diz respeito a variagao eletronica.

dE = pdN + /p(r)du(r)dr (3.5)

Descritores globais como potencial quimico (u), dureza (n) e suavidade (S)
sao derivados da energia em relacdo ao nimero de elétrons (Parr et al., 1978). A
primeira é obtida a partir da primeira derivada mostrada na equacao 3.6, enquanto
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a segunda e a terceira, essas definidas como o inverso da dureza, sao obtidas a partir
da segunda derivada da energia, expressa pela equacao 3.7.

1 [&E
=5~ (62N)V (3.7)

A derivada da densidade eletronica em relacdo ao ntmero de elétrons gera
descritores de reatividade local, que fornecem dados numéricos para atomos distri-
buidos no espaco tridimensional. Sua primeira derivada é definida como funcao de
Fukui (Parr and Yang, 1984), conforme expressa na equagao 3.8.

0= () 35)

Através da aproximacao do orbital molecular fronteira, que permite através do
calculo quantico single point, obter dois descritores locais, sendo suscetibilidade de
ataque eletrofilico (EAS), eq. 3.9, e suscetibilidade de ataque nucleofilico (NAS),
eq. 3.10.

EAS(r) = |anomom | (3.9)

NAS(’I“) = |04LUMO(7‘)|2 (310)

Para estruturas grandes, como proteinas, Fukushima et al. (Fukushima et al.,
2008), demonstraram que os orbitais nas proximidades do gap HOMO-LUMO estao,
na catalise enzimatica, dentro de uma banda na regiao de 1-5 eV. Outra forma de
se calcular é a utilizagao das funcoes fukui ponderadas, expressas nas equacoes 3.11
e 3.12, apresenta melhores resultados no calculo do EAS e NAS. Tanto o calculo de
banda quanto a forma ponderada foram utilizadas nesse trabalho.

HOMO
fow = Z e~ |Bi=Enomol ’wz‘2 (3.11)
i=b
b
fhw =Y e lErEomol 2 (3.12)
i=LUMO

Nas duas equacoes citadas acima, descrevem a soma dos orbitais com uma
diferenca de energia dentro da banda de energia definida em b, do HOMO ou LUMO.
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Para auxiliar nos cdlculos de NAS e EAS foi utilizada o formalismo matemético

da netfilicidade, expressa na equacao 3.13, que compila as duas informacgoes em uma
mesma equacao.

Net filicidade = NAS(r) — EAS(r) (3.13)
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Capitulo 4

Metodologia

Nesse capitulo, apresentamos detalhes sobre a metodologia que usamos para
realizar o pds-processamento ou rescoring da saida do programa Rosetta e, desse
modo, buscando apresentar uma alternativa na tentativa de solucionar o problema
citado no estudo Computational Design of Synthetic Enzymes (Vaissier Welborn
and Head-Gordon, 2018). Para isso, sera descrito o protocolo de design do Rosetta,
como foi realizado os cdlculos de energia de ligacdo enima-substrato (AHpinding)
e descritores de reatividade, a fim de obter a estrutura redesenhada que melhor
apresenta potencial catalitico. Um resumo do protocolo é mostrado na Figura 4.1.

A fim de melhorar a forma de classificacao do Rosetta, 0 A Hpipging foi usado em
uma primeira estratégia e para analise visual foram utilizados os descritores quan-
ticos como uma segunda estratégia. Essas duas quantidades sao obtidas a partir da
funcao de onda das estruturas biomoleculares a partir de cdlculos quanticos semi-
empiricos. Dentre os muitos Hamiltonianos existentes, os semiempiricos apresentam
hoje a capacidade de lidar com grandes estruturas com baixo custo computacional.
Portanto, as funcoes de onda e entalpias foram obtidas usando um célculo single
point com o Hamiltoniano PM7 (Stewart, 2013), considerando efeitos de solvata-
¢ao através do modelo implicito COSMO, e utilizando o algoritmo MOYZME, que
reduz o tempo de calculo pelo uso de orbitais localizados e pseudo diagonalizacao
(Stewart, 1996). Todos os calculos foram realizados na versao 2016 do programa
MOPAC (Stewart, 1990).

Uma vez obtida a entalpia de formagao do complexo (ligante-enzima), foram
realizados célculos do ligante e da enzima isolados para cada estrutura desenhada.
Feito isso, é possivel, por meio da Equagao 4.1, obter a entalpia de ligacao, AHpindings
que servira para a reclassificacao.

AHbindmg _ AH]ccomplexo _ (AH;nZima + AH}igante) (41)

Na equacao 4.1, o Aijomp lexo AH}"”ZW“ e Aijgcmte consistem nas entalpias
de formacao da enzima com o ligante, enzima e ligante isolados, respectivamente.
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Figura 4.1: Fluxograma do protocolo usado nesse estudo.
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Obtida a densidade eletronica do complexo enzima-ligante, o software PRIMor-
DiA foi utilizado e configurado para calcular os descritores com a banda HOMO-
LUMO dentro de 5eV usando a forma ponderada EW. Todos os descritores foram
obtidos utilizando em seu input as seguintes especificacoes resumidas nas figuras 4.2
e 4.3

#RT normal
#PR eband 5 pymols dos
3 KEO7 ok.aux LCP 0 10 KEO7 ok.pdb mopac 0 0 0 O BD

Figura 4.2: As linhas RT e o PR sao responsaveis por especificar o tipo de calculo e
os outputs gerados pelo PRIMorDiA configurado para leitura no pymol. A terceira
linha especifica o célculo de banda e o niimero maximo de orbitais moleculares a ser
utilizados pelo método BD, onde foi utilizado 10.

#RT normal
#PR eband 5 pymols dos
3 KEO7 ok.aux LCP 0 0 KEO7 ok.pdb mopac © 0 0 @ EW

Figura 4.3: O RT e o PR sao as linhas responséveis por especificar o tipo de calculo e
os outputs gerados com configuracao de pymol. A terceira coluna especifica o método
de calculo de descritores para macromoléculas ponderado por energia e a banda
foi definida como eband 5, indicando que foi considerados os orbitais moleculares
proximos ao HOMO-LUMO dentro de 5eV.

Visando validar o protocolo proposto, buscamos estudos que utilizaram o pro-
tocolo de design Rosetta e realizaram a parte experimental, obtendo a constante
catalitica da enzima. Os artigos que atenderam a esses critérios foram os trabalhos
de Daniela Rothlisberger et. al (Rdthlisberger et al., 2008) e Justin B. Siegel et. al
(Siegel et al., 2010).

Ambos os artigos forneceram o arquivo fasta, o que inclui a estrutura primaria
das enzimas desenhadas, os dados do arquivo .cst, as informagoes referente ao ligante
no estado de transicao, bem como algumas estruturas no formato PDB das estruturas
projetadas. Com esses arquivos foi possivel reproduzir os dados desses artigos e usa-
los como base para validar o nosso trabalho.

No artigo da Daniela Rothlisberger et. al (Rdthlisberger et al., 2008), foi ne-
cessario adicionar a estrutura catalitica do KE59, pois, o que disponibilizaram eram
a versao com mutacoes que nao possuia atividade catalitica. Para isso foi necessario
utilizar a estrutura com codigo pdb de 1a53 e alterar os residuos para que correspon-
desse ao arquivo FASTA, sequencias de cédigo de uma letra referente a sequencia
primaria da enzima, disponibilizado no material suplementar do artigo. Ao alterar
os residuos a estrutura foi submetida a etapa de match e design do Rosetta de modo
que se permanece a estrutura fasta, alterando apenas a conformagao seguindo os
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critérios do software, desse modo foi possivel obter a estrutura catalitica informada
no artigo. As informacoes cataliticas estao expressas na tabela 4.1.

No artigo de Justin B. Siegel et. al (Siegel et al., 2010), foram realizadas 2 es-
truturas, uma que foi obtida da saida do protocolo Rosetta e que apresentou baixa
atividade catalitica, 0.10 £ 0.02 h™!, e a outra obtida ao aplicar nela a intuicdo
quimica para alterar certos residuos alcancando 2.13 £ 0.24 h=!. Desse modo, a
primeira estrutura foi gerada passando pelo protocolo de design Rosetta, corres-
pondendo aquela do mesmo codigo fasta do artigo, obtendo-se assim a estrutura
no formato pdb para andlise dos descritores. Ja a segunda foi obtida alterando
os residuos de aminoacidos seguindo a intuicao quimica do autor. As informacoes
cataliticas estao expressas na tabela 4.2.

Ao produzir as estruturas redesenhadas pelo protocolo de design Rosetta o
script DesignSelect.pl, disponibilizado pelo préprio software, foi aplicado para fil-
trar o numero de estruturas. Esse script utiliza uma série de valores, escolhidos
pelo usudrio para os parametros que julgar mais relevantes a partir das ligacoes de
hidrogénio, interacoes hidrofébicas, ionicas, orientacao do ligante no sitio ativo entre
outras, busca-se avaliar a estrutura redesenhada. Esse processo nao busca achar a
melhor estrutura, porém busca reduzir a quantidade de estruturas para analise vi-
sual por meio da intuicao quimica, ou seja, tornando humanamente tratavel. Desse
modo, as estruturas que estiverem dentro do filtro aplicado serao selecionadas para
analises posteriores.

Nao foi possivel reproduzir o estudo Retro-Aldol (Jiang et al., 2008), devido a
impossibilidade de replicar o arquivo de restricao. Porém, como disponibilizaram,
em seu material suplementar, as estruturas em formato pdb, foi possivel realizar
os calculos de descritores visando entender seus descritores nessas estruturas. As
informagoes cataliticas estao expressas na tabela 4.3.

Tabela 4.1: Constantes de velocidade catalitica para a reacao de eliminacao Kemp.
catalisador | Koot X 571

KEO07 | 1.80x1072
KE59-native | 2.90x107*
KE70 | 1.60x10~!




Capitulo 4. Metodologia 31

Tabela 4.2: Constantes de velocidade catalitica para a reagao de Diels-Alder.
catalisador | kgt X 871

DA_20_00 | 2.70x107°
DA_20_10 | 5.91x10~*

Tabela 4.3: Constantes de velocidade catalitica para a reagao de Retro-Aldol.
catalisador | kuq x s7!

RA22 | 5.16x10~°
RA34 | 7.00x107°
RA46 | 1.00x107°
RAG60 | 1.55x1074
RA61 | 1.15x104
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Capitulo 5

Resultados e Discussao

Nesse capitulo iremos apresentar os resultados obtidos ao calcular 0 A Hp;pqing
na secao 5.1 e discutiremos o quanto o rescoring, através dos cdalculos quanticos,
melhoram a colocacao de cada estrutura em relacao ao score do Rosetta. Na secao
apresentaremos os resultados obtidos pelos descritores de reatividade retirados do
PRIMoRDiA e discutiremos como eles podem auxiliar na escolha das estruturas com
maior potencial catalitico.

5.1 Usando o AHj;gin, para rescoring

Apés a reproducao dos artigos de Daniela Rothlisberger et. al (Rdthlisber-
ger et al., 2008) e Justin B. Siegel et. al (Siegel et al., 2010), um total de 154
matchs para a reacao de kemp, e 105 matchs para a reacao de Diels-alder foram
encontrados, resultando em 1540 e 1050 enzimas redesenhadas, respectivamente. A
estrutura projetada KE59, que no artigo de Daniela et. al apresentou melhor ativi-
dade catalitica apds a analise experimental das muitas testadas, foi renomeada para
Best_25_E231W110 e adicionado ao conjunto de estruturas projetadas. O script De-
signSelect.pl, foi utilizado para filtrar estruturas com base em pontuagoes de Rosetta
que sai no final do processo de design, expressa na figura 5.1, reduzindo a quantidade
de estruturas para analise.

O resultado da filtragem esta resumida na secao de anexa na tabela 1. Ape-
nas 51 estruturas projetadas passaram pelo filtro usado, incluindo a estrutura
Best_25_E231W110. Nessa tabela estao contidos os valores calculados para A Hpyinging
e a reclassificacao, além da pontuacao Rosetta. A partir dela, foi possivel observar
que a estrutura Best_25_E231W110, deixou a ultima posicao para a posicao 34,
subindo 17 posicoes, porém, ainda longe das 10 melhores posicoes.

No artigo de Justin B. Siegel, a estrutura projetada DA_20_00, que foi realizada
a caracterizacao catalitica derivada diretamente do protocolo de design Rosetta,
foi renomeado para Best_UM_2_Y121Q195 e adicionado ao conjunto de estruturas
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Tabela 5.1: Top 10 reagao de eliminagao de Kemp

Reagdo de eliminagdo de Kemp Score Rosetta (Arb.U) Ranqueamento Entalpia Reagao de eliminagao de Kemp Entalpia (kcal/mol)
UM_66_E180W83 -12.35 1 1 UM_66_E180W83 -40.06 1
UM_55_E159W110 -11.34 2 3 rep_201.35_UM_126_E233W110 -34.29 2
rep_194.47_UM_40_E133W110 -10.37 3 29 UM_55_E159W110 -31.35 3
UM_86_E184W89 -10.33 4 5 UM_101_E211W89 -30.9 4
rep_205.72_UM_101_E211W89 -10.3 5 7 UM_86_E184W89 -29.87 5
UM_102_E211Y110 -10.22 6 25 UM_118_E231W110 -29.21 6
UM_10_E51W89 -10.06 7 36 rep-205.72_UM_101_E211W89 -28.8 7
UM_6_E51W110 -10 8 10 rep-198.07_-UM_46_E159W51 -27.93 8
rep-193.39_UM_101_E211W89 -9.81 9 46 UM_43_E133W110 -27.73 9
UM_79_E180W233 -9.81 10 22 UM_6_E51W110 -27.3 10

projetadas. No processo de replicacao do artigo, foi encontrado para essa estrutura
4 conformagoes na etapa de match, gerando, portanto, 40 estruturas desenhadas, e
devido a esse fato, todas essas estruturas passaram pelo script DesignSelect.pl, juntos
as outras estruturas de saida de protocolo Rosetta, reduzindo assim a quantidade
de estruturas ruins para a etapa de pos-processamento.

A filtragem resultante esta resumida na tabela 2, na secao de anexos, e apre-
senta as 4 estruturas que representa a estrutura proteica da DA_20_00. Apenas
52 estruturas projetadas passaram pelo filtro e com base nelas foram calculadas
08 AHpinging € sua reclassificacao estd presente na mesma tabela. Desse modo,
com base na reclassificacao, foi possivel observar que as conformacoes da estrutura
Best_UM_2_Y121Q195, deixaram as posicoes 10, 12, 13 e 16, indicada na tabela 2,
para as posicoes 4, 5, 6 e 9, desse modo, ficando entre as 10 melhores estruturas.

A partir das entalpias de ligacao enzima-ligante calculadas foram analisadas
a correlacao dessas com a pontuacao proposta pelo Rosetta, sendo expressas nas
figuras 5.2 e 5.3. Foi observado os R? de 0.189 e 0.006 para reacao de eliminacao de
kemp e a reacao de Diels-Alder, respectivamente. Com isso é possivel inferir que a
relagao entre 0 AHpinging calculado e Score Rosetta nao sao lineares, portanto, ao
calcular o A Hp;pqing nao se trata de informacao redundante, o que pode acrescentar
mais informacao ao protocolo de design enzimatico Rosetta. A reclassificacao pelo
A Hpinging, a0 ser aplicado nessas reagoes, mostraram melhoria no ranqueamento,
destacando a reacao de Diels-Alder que foi reclassificada deixando a mutante que
foi testada experimentalmente entre as 10 melhores posicoes referente as estruturas
saidas do protocolo de design enzimatico do Rosetta.

Em seguida, foram selecionadas as dez melhores estruturas classificadas pelo
Rosetta e AHyinaing, tanto para reacao de eliminacao de Kemp, na tabela 5.1, quanto
para a reacao de Diels-Alder, na tabela 5.2. Para essas estruturas foram analisadas as
mutacoes para cada reagao, sendo definida pelo cédigo de uma letra do novo residuo
de aminodcido com a numeracao referente sua posicao na sequéncia da estrutura
primaria, expressa nas tabelas 5.3 e 5.4 respectivamente.

Devido a presenca de inimeras mutacoes torna-se dificil e complexa a andlise
visual de cada uma delas, desse modo, foi necessario recorrer a ferramentas de bi-
oinformética. Um software que atendeu a essa necessidade foi o Hbind (Raschka
et al., 2018), que contabiliza as interagoes no complexo proteina-ligante fornecendo
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Figura 5.3: Relagao Score Rosetta e AHynqging para reacao de Diels-Alder.

o numero de ligacoes de hidrogénio, Protein-Ligand H-bond, contatos hidrofébi-
cos, Protein-Ligand Hydrophobic Contacts, orientacao do ligante no sitio projetado,
SLIDE OrientScore, e uma pontuacao referente ao nimero de ligagoes favoraveis e



Capitulo 5.

Resultados e Discussao 37

Tabela 5.2: Top 10 Reacao de Diels-Alder

Reacao de Diels-Alder Score Rosetta (Arb.U) Ranqueamento Entalpia Reacao de Diels-Alder Entalpia (kcal/mol)
UM_81_T179Q77 -24.42 1 50 UM_52_T121Q74 -43.17376 1
rep_249.26_UM_64_Y121Q74 -22.95 2 45 rep_243.22_ UM_72_Y121Q195 -39.83902 2
UM_89_T195Q74 -22.65 3 25 UM_90_-T195Q120 -39.58869 3
rep_228.14_UM_64_Y121Q74 -22.61 4 33 BestHit_rep_222.73_UM_2_Y121Q195 -38.71903 4
rep_231.74_UM_68_Y121N74 -22.02 5 27 BestHit_rep_249.41_UM_2_Y121Q195 -36.00375 5
rep_245.99_UM_28_S120Q74 -21.77 6 10 BestHit_UM_2_Y121Q195 -36.00375 6
rep_243.32_UM_71_Y121Q195 -21.41 7 30 UM_35_5120Q74 -34.73546 7
UM_T7_Y121Q74 -21.31 8 16 UM_37_5120Q74 -34.1821 8
UM_73_Y121Q195 -21.3 9 29 BestHit_rep_225.74_UM_2_Y121Q195 -32.86865 9
BestHit_rep_222.7_UM_2_Y121Q195 -20.65 10 4 rep_245.99_UM_28_S120Q74 -29.86748 10

Tabela 5.3: Top 10 eliminacao de Kemp e suas mutacoes

Reagao de eliminagao de Kemp Mutagoes Score Rosetta

UM_66_E180W83
UM_55_E15
rep_194.4
UM_86_E184W89
rep-205.7
UM_102_E211Y110
UM_10_E51W89

UM_6_E51W110

rep_19:
UM_79_E180W233

Reagao de elimin
UM_66_E180W83

rep-201.35-UM_126_E233W110  [48V_E50V_K52V_S55L_S80T_L82T_F88L_L107V_K109W_L130V_E158T_G177Q-N1791

UM_55_E159W110
UM_101_E211W89
UM_86_E184W89
UM_118_E231W110

rep_205.72_UM_101_E211W89  E50V_K52V_K:

_UM_101_E211W89

io de Kemp

E501_K52Q_S55D_S80A_I81V_L82W_E84N_GI0M_L107A_K109S_L130V_I132V_K134H_1135L_E158V_N160T_G177Q_N179E_S1801_R1811_L183R_Q193L_E209L_L230Q
E50T_K52A_855D_S80A_L82S_K109W_D110L_L130T_K134W_L156M_I157L_N160L_G177V_I178V_N179V_R181T_L183R_E209A_1.2301_G232T
E50V_K52A_S80Q_I81V_L82T_L107A_K109W_D110A_F111M_L130V_I132E_V133T_K134M_E158V_N160L_G177A_N179V_R1811_L183Q_E2091_S210G_L230M_G232E
E50L_K52V_K54T_P56L_S80A_L82V_E84L_F88W_K109E_F111H_1132L_K134Q_E158V_N160T_N179L_R1811_D182I_L183E_E209R_S210G_G232T
82D_E841_Y87I_F88W_K109M_D110A_F111W_L130A_E158L_N179L_R1811_L183W_E209L_S210E_G232L_S233E
EQOAJ(QZLSS5HJ’JGLSSOVJSIVLSZi\ Y87L_F88K_L107M_K109Y_D110Q_F111H_L130V_S180A_R181L1188Q_E2091_S210E_L230T_G232L
V11L_K52F_K54Q_P56L_S80A_I81V_L82S_T83V_E84Q_Y87TLF88W_L107M_K109V_D110A_E158Q_N179L_R181M_L183E_E209Q_1231H_G232T
A49V_Y51V_S55D_S80T_L82A_K109W_D110A_L130S_L156A_E158V_G177V_N179L_R181L_E209A_L2301

_101_E211W89  E50LK52T_K54A_P56L_S57M_S80T_L82D_E84L_F88W_N8IK_K109T_L130M_N179L_S180V_R1811_E2091_S210E_L230M_G232L_S233L

E50V_K52T_S55H_P56L_S80A_L82M_E84V_F88Y_K109L_L130A_E1581_N160T_1178V_N179E_R1811_Q193L_E209L_S210G_L2301_G232W_S233E

Entalpia de ligagio
S55D_S80A_I81V_L82W_E84N_GI0OM_L107A_K109S_L130V_I132V_K134H_I135L_E158V_N160T_G177Q_N179E_S180I_R181I_L183R_Q193L_E209L_L230Q
9A_S210G_1.230V_G232E.$233L
E50T_K52A_S55D_S80A_L82S_K109W_D110L_L130T_K134W_L156M_T157L_N160L_G177V_I178V_N179V_R181T_L183R_E209A_L2301_G232T
E50LK52F_K54V_P56L_L59V_S80A_L82T_F88W_K109I_D110A_F111W_E158 A_N179L_R1811_T188L_E209M_S210E_L230A_G232L._S233E
E50L_K52V_K54T_P56L_S80A_L82V_E84L_F8SW_K109E_F111H_1132L_K134Q_E158V_N160T_N179L_R1811_D182I L183E_E209R_S210G_G232T
T48L_E50V_K52M_S80L_I81V_L82T_E84N_L107V_K109W_L130T_E158V_N160H_G177V_N179V_E209T_L230E_1231F_G232T

P561._S57T_SS0T_L82D_ES41_Y87L F88W_K109M_D110A_F111W_L130A_E158L_N179L_R1811_L183W_E209L_S210E_G232L_S233E

rep_198.07_UM_46_E159W51 T48V_E50W_Y51V_K52M_P56L_S80A_L82V_K109L_L130V_L1561_1157L_G177A_R18IN_L183M_E209L_L230S_G232S

UI\LG Egl\\ 110

E50V_K521_S80A_L82A_F88W_L107A_K109W_D110L_F111Y_T112N_L130H_1132E_K134S_E158 A_N160T_G177L_N1791_R181Q_D182I_E209A_L230Q_G232T
A49V_Y51V_S55D_S80T_L82A_K109W_D110A_L130S_L156A_E158V_G177V_N179L_R181L_E209A_L2301

desfavoraveis no complexo, SLIDE AffiScore. Os resultados estao, para cada reacao,
expressa nas tabelas 5.5 e 5.6.

Analisando as tabelas apresentadas nota-se que a classificacao tanto do
A Hpinging quanto do score Rosetta fornece estruturas com contabilizacao de intera-
¢oes semelhantes, dentro de uma estreita faixa, com relacao a orientacao do ligante,
contatos hidrofébicos e ligacoes de hidrogeénio para a reacao de eliminagao de Kemp
e reacao de Diels-Alder. Desse modo, em termos de interagoes as duas classificacoes
sao satisfatérias.

Reagiio de Diels-Alder
UMLSI_T179Q77
10p_219.26_UM_64.Y121Q74
UM_SO_T195Q74
rep_228.14_UM_64-Y121Q74
rep_231.74_UM_GS_Y12INT4
rep_245.99_UM_28_S120Q74
IM_TLY121Q195
(121Q74
UM_73.Y121Q195
BestHit_rep_222.7_ UM_2_Y121Q195

Reacio de Dicls-Alder
121Q74

p_213.22_ UM_T2.Y121Q195
UM_90_T195Q120

BestHit_rep_222.73_ UM_2_Y121Q195
BestHit_rep_219.41_UM_2_Y121Q195
BestHit_UM_2_Y121Q195
ML35.S120Q74

Tabela 5.4: Top 10 Reagao de Diels—Alder e suas muta(;ées

A_CT( 1221 F124L_Y 126N_V &
A_P36T_P44LIT2F_PT3T_AT4 9V_ROIS_C119A_N120A_D121Y_T1. TAILTTV_D: 7IV_N272G_H28TE
A_V3AT_P36Y_PULIT2A_F 75D_MIOL_RI1QN120V_D E SA.

£ E3TY_I725_PT3V_ATIQ_GT5S_R91Q_C119A_N120A_DI21Y_C122LT133V_P135T_Y LU T_TLA5K_RI6L_FIT3A_NI758
PUR_GTIAL ATAN_GT5A_DSOS_MOOL_RIIA_C119T_N120A_D121Y_C122M_T133A_P135LY 144V_R146)
9A_MIOL_C119A_N120S_D121Y_T133V_Y 44L_RI46M_F173AN T195A_D220S_W244] z
P135T_R146L_M148V LP174A_E194T_T195Q_P196L_E2255_D2: ID_W2445_K269F L_H287K
_M9OL_R9IK_N120A_D121Y_C122M_T133V_P135LY 144Q_R146L_M14SE_F 75T_T195A_D229T_W244D_K269H_H287D
ASS 33V_P1351R146L_M148V_F173L_P174A_E194Q_T195Q_P196A_E2255_D220G_A242V_W244H_S271LN272A_H287E
Y 144F_R 1461 M148L_F173A_N175A_T195Q_E225K_D220A_N272A

HL 6OH_H2S:
/_D229V_G230D_W244E_K269Y_S27IN_N272G_H28TE

Y _N120A_D12:

alpia de ligagio

D_H287I
W244L_G245N_K260Q S271T.
1945_P1961_D229S_W244D_K269R_S271

QP73V_ATAQM9OLN120S_D121T_T133A_P135A ] _D229S_W244M_K269
C119L_N120D_D121Y_T133V_P135T_R146Q_F1T3A_N1 1945_T195Q_P196E.
Y 144L_TH5W_R146E_M148A_F173A_P1
_D229A_N272A

95Q_E225K_D220A_N272A
1205_P13 m F173QN

6A_T195A_D2:
75V_T195A_D2:
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Tabela 5.5: Top 10 eliminacao de Kemp e as contabilizacao das interagoes
Protein-Ligand Hydrophobic Contacts Protein-Ligand H-bond =~ SLIDE OrientScore SLIDE AffiScore

Reagao de eliminagao de Kemp (Score Rosetta)
UM_66_E180W83
UM_55_E159W110
rep_194.47_UM_40_E133W110
UM_86_E184W89
rep-205.72_UM_101_E211W89
UM_102_E211Y110
UM_10_E51W89
UM_6_E51W110
rep-193.39_UM_101_E211W8&89
UM_79_E180W233

Reagao de eliminagao de Kemp (Entalpia de ligagao)

UM_66_E180W83
rep-201.35_-UM_126_E233W110
UM_55_E159W110
UM_101_E211W89
UM_86_E184W89
UM_118_E231W110
rep_205.72_UM_101_E211W89
rep_198.07_UM_46_E159W51
UM_43_E133W110
UM_6_E51W110

40

40
46
43
56

Protein-Ligand Hydrophobic Contacts

3 -6.451

[ R VN

Protein-Ligand H-bond SLIDE OrientScore
3 -6.451
-6.141

= W O
'
&
©
=
®©

-6.32
-6.227

SLIDE AffiScore
-6.32
-5.911
-6.227
-6.151

Tabela 5.6: Top 10 Reacao de Diels-Alder e as contabilizacao das interacoes

Reagao de Diels-Alder (Score Rosetta)
UM_81_T179Q77
rep_249.26_UM_64_Y121Q74
UM_89_T195Q74
rep_228.14_UM_64_Y121Q74
rep-231.74_UM_68_Y121N74
rep_245.99_UM_28_S120Q74
rep-243.32_.UM_71_-Y121Q195
UM_77_Y121Q74
UM_73_Y121Q195
BestHit_rep_222.7_UM_2_Y121Q195

Reagao de Diels-Alder (Entalpia de ligagio)
UM_52_T121Q74

rep_243.22_ UM_72_Y121Q195
UM_90_T195Q120
BestHit_rep_222.73_UM_2_Y121Q195
BestHit_rep_249.41_ UM _2_Y121Q195
BestHit_UM_2_Y121Q195
UM_35_5120Q74

UM_37_S120Q74

BestHit_rep_225.74 UM_2_Y121Q195
rep_245.99_UM_28_S120Q74

Protein-Ligand Hydrophobic Contacts
56
67

Protein-Ligand Hydrophobic Contacts
56
34
50
40
38
38
71
53
40
39

Protein-Ligand H-bond SLIDE OrientScore
4 -7.573

S W o =
| |
PN N O NG
'B=] ©
5] 13}

3 o3

[N
|
3
o
]
—

-6.622

Protein-Ligand H-bond  SLIDE OrientScore
5 -7.467
3 -6.23
-6.726
-6.622
-6.562
-6.562
-7.618
-6.841
-6.597
6 -7.087

SO OUNIGUN SO SIS

SLIDE AffiScore
-6.605
-7.355

-7.87

SLIDE AffiScore
-8.241
-7.559
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5.2 Descritores moleculares

Utilizando o programa PRIMoRDiA buscou-se estudar o sitio de ligagao de 3
enzimas desenhadas sendo a reacdo de Retro-Aldol (Jiang et al., 2008), Diels-Alder
(Siegel et al., 2010) e eliminagao Kemp (Rdthlisberger et al., 2008). Para o artigo
que apresentou a reacao de Kemp foram retiradas do seu material suplementar as
3 estruturas denominadas KE59, KEO7 e KE70. A primeira estrutura citada nao
apresentou atividade catalitica, sendo renomeada para SupleKE59. Devido a esse
fato, para incluir a versao catalitica da KE59 foi refeito o processo de redesenho
enzimatico do Rosetta obtendo a enzima com mesmo cédigo FASTA, sendo nome-
ada KE59-nativa. Para a reacao de Diels-Alder, devido a auséncia de estruturas
disponiveis, foi necessario reproduzir o estudo, e apés o uso do Rosetta foi possivel
obter suas estruturas para posterior cdlculo dos descritores. Por fim, nao foi possivel
reproduzir o estudo da reacao Retro-Aldol, mas como ele apresentou em seu material
suplementar as estruturas desenhadas em formato pdb, o estudo dos descritores foi
realizado buscando entendé-las. Todos os descritores foram calculados com ligante
acoplado, buscando, assim como no artigo (Grillo et al., 2020d), entender o modo
de ligacao enzima-ligante.

Visando encontrar os melhores descritores a serem utilizados, as estruturas
foram calculadas com os descritores de banda (BD) e energia ponderada (EW). Ao
analisar as estruturas referentes a eliminacao Kemp foi possivel observar para as
estruturas KE70, KE07 e KE59-nativa, a localizacao da propriedade NAS no li-
gante. Ja a estrutura SupleKE59, estrutura que nao apresentou atividade catalitica
e apresenta apenas um residuo diferente em relacao ao KE59-nativa, mostrada na
figura 5.4, nao apresentou seus descritores no ligante ou proximidades. Essa estru-
tura junto com as KE70, KEO7 e KE59-nativa estao expressada na figura 5.5. Desse
modo, essas estruturas apresentaram concordancia com o que o estudo de Fukushima
e colaboradores observou, sobre a relagao da atividade enzimatica e a regiao em que
seus orbitais HOMO-LUMO se encontram (Fukushima et al., 2008). Nesse estudo,
os autores observaram que os orbitais HOMO-LUMO da enzima se localizam pré-
ximos do seu sitio ativo, quando maior for a especificidade de uma enzima por um
ligante.

Usando como base a andlise anterior, buscou-se encontrar estruturas no grupo
das TOP 10, ranqueada tanto pela pontuagao Rosetta quanto pelo AHpinging, pa-
droes similares ou até melhores em relacao a figura 5.5, utilizando a observagao de
Fukushima.

Analisando essas estruturas podemos observar que a propriedade NAS para
todas elas se apresentam localizados no ligante, enquanto o EAS varia bas-
tante. Comparando esses descritores com os descritores das estruturas que fo-
ram testadas experimentalmente, tanto as ranqueadas pela pontuacao do Rosetta
quanto pelo valor de AHp;pging, apresentaram boa probabilidade de possuirem ati-
vidade catalitica. Dentre elas, devido a proximidade do NAS e EAS, ou seja,
do HOMO e LUMO, se destacam as estruturas rep_193.39_UM_101_E211W89 e
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

KES59.pdb PRYLKGWLKDVVQLSLRRPSFRASRQRPIISLNERILEFNKRNITAIIAVYKRKSPSGLD 60
KE5S-native PRYLKGWLKDVVQLSLRRPSFRASRQRPIISLNERILEFNKRNITALIAVYKRKSPSGLD 60
B L L L P T
KE59.pdb VERDPIEYSKFMERYAVGLVILTEEKYFNGSYETLRKIASSVSIPILMWDFIVKESQIDD 120
KE59-native VERDPLEYSKFMERYAVGLVILTEEKYFNGSYETLRKIASSVSIPILMWDFIVKESQIDD 120
ks ok o R R KRR R R R R R R R R R KRk R R R R K
KES9.pdb AYNLGADTVSLIVKILTERELESLLEYARSYGMEPAIVINDENDLDIALRIGARFIIISS 188
KE59-native AYNLGADTVGLIVKILTERELESLLEYARSYGMEPAIVINDENDLDIALRIGARFIIISS 188
HORRROR IR R HORROR SR ROR SR R R HOR R K K R HOR SR RO KR K R OR 3RR RO R
KES5S.pdb RDLETLEINKENQRKLISMIPSNVVKVAASGISERNEIEELRKLGVNAFEIGSSLMRNPE 249
KE5S-native RDLETLEINKENQRKLISMIPSNVVKVAASGISERNEIEELRKLGYNAFEIGSSLMRNPE 249
ok sk o R R SR R R R R K O R R K R R
KE52.pdb KIKEFIL 247
KE59-native KIKEFIL 247

EEE T

Figura 5.4: Alinhamento da estrutura KE59-native, sendo a forma catalitica, com a
estrutura nao catalitica nomeada KE59.pdb.

rep_198.07_UM_46_E159W51, expressas nas figuras 5.6 e 5.7 respectivamente. Con-
tudo, para ter certeza de sua melhor atividade catalitica serd necessdrio realizar as
etapas experimentais buscando a caracterizagao cinética dessas enzimas. Outro re-
sultado interessante foi que a reclassificagao pelo AHpinging fez com que a primeira,
rep_193.39_UM_101_E211WR89, estrutura saisse da posicao 9 para 46 enquanto a
segunda, rep_198.07_UM_46_E159W51, da 12 para a 8.

Para a reacao de Diels-Alder foi necessario refazer os dados do artigo original,
pois os autores s6 disponibilizaram os arquivos FASTA e as informacoes sobre o
arquivo de restricao e proteina usada como base no protocolo enziméatico de design
Rosetta. A enzima obtida através do protocolo foi nomeada como BestHit e devido
sua baixa atividade o pesquisador utilizou a intuicao quimica nessa estrutura, alte-
rando 6 residuos de aminoacido. Desse modo, foi possivel aumentar sua capacidade
catalitica, e essa estrutura foi replicada sendo nomeada por BestHit-6M.

Como o BestHit encontrou 4 matches calculamos seus descritores, expres-
sos na figura 5.8. Duas dessas estruturas, a BestHit_rep_222.7_UM_2_Y121Q195 e
BestHit_rep_225.74_UM_2_Y121Q195 apresentou a propriedade EAS localizado pré-
ximo ao ligante e seu NAS variou bastante, enquanto para os outros dois BestHit,
seus descritores se dispersaram para longe do ligante. No artigo publicado, os auto-
res chegam a um resultado de que essa catalise de 0.10 £ 0.02 hour~!. Analisando
a BestHit-6M, na figura 5.10, que apresentou atividade catalitica de 2.13 4+ 0.24
hour™!, podemos perceber que o mesmo padrao se repete, EAS localizado préximo
ao ligante e NAS distante do sitio-ativo, indicando que as mutag¢oes nao promoveram
tanta mudanca nos descritores, o que reflete ao realizar a caracterizagao cinética a
baixa catalise. Dentro das estruturas desenhadas pelo protocolo do Rosetta, gerados
para reproduzir o artigo, se destacou a UM_90_T195Q120, expressa na figura 5.9,
que pela reclassificacao utilizando os valores de AHy;pqging saiu da posi¢ao 31 para
a 3, e apresentou NAS localizado em parte no ligante e nos residuos Ala-173-174 e
EAS no residuo Cys-265.
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Figura 5.5: As 4 estruturas desenhadas segundo o artigo referente a reacao de eli-
minacao de Kemp pelos descritores de Netfilicidade na forma EW. Foi definida em
vermelho o NAS e em azul o EAS. A KE70 apresentou NAS no ligante e EAS no
residuo Met-112. KE07 EAS no residuo Met-186. NativeKE59 EAS no residuo Met-
153. SupleKE59 NAS no residuo Pro-1 e EAS no Met-153.
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rep_193.39_UM_101_E211W89

Figura 5.6: Design da reagao de eliminacao de Kemp segundo a pontua-
¢ao do Rosetta pelos descritores que expressa a propriedade Netfilicidade na
forma EW. Foi definida em vermelho o NAS e em azul o EAS. A estrutura
rep_193.39_UM_101_E211W89 apresentou propriedade EAS no residuo Met-130 e
o NAS localizado no ligante.

No estudo da reagao de Retro-Aldol, que disponibilizaram 5 estruturas em
formato PDB, foi analisado os descritores calculados a partir de das estratégias EW
e BD. Enquanto descritores calculados com EW é mais focado em poucos residuos,
aqueles calculados com BD se espalham por uma maior superficie. A analise do
EAS e NAS, no formalismo EW, demostraram uma maior presenga de um deles
em residuos proximos ao ligante, figura 5.11, exceto a estrutura nomeada de RA34,
que mostrou NAS préximo ao ligante apenas quando utilizamos o formalismo, BD,
figura 5.12.

Portanto, ao analisar as estruturas utilizando os descritores de reatividade
foram observadas uma conformidade com os dados experimentais. Pois, utilizando
as descobertas de Fukushima e colaboradores, ao comparar a reacao de Retro-Aldol
e Diels-Alder com a reacao de Kemp foi observado a propriedade NAS ou EAS
préximo ao ligante com k.,; muito abaixo quando comparado a reacao de Kemp,
que por possuir a propriedade NAS localizado no ligante apresentou k., superior.

A partir dessa observagao é possivel propor estruturas que poderiam apresentar
melhor atividade, contudo, a estrutura RA46, pertencente a reacao de Retro-Aldol,
nao apresentou o mesmo padrao observado nas outras reacoes, mesmo apos o cal-
culo dos seus descritores na forma ponderada, EW, e de banda, BD. Apresar da
divergéncia, sua atividade catalitica foi baixa, indicando que a falta de propriedades
NAS e EAS localizadas no ligante representa baixo k.q.
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rep_198.07_UM_46_E159W51

Figura 5.7: Design da reacao de eliminacao de Kemp segundo a pontuacao A Hpinding
pelos descritores de Netfilicidade na forma EW. Foi definida em vermelho o NAS e
em azul o EAS. A estrutura rep_198.07_UM_46_E159W51 apresentou propriedade
EAS no residuo Met-183 e NAS localizado no ligante.
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BestHit_UM_2_Y121Q195

Figura 5.8: As 4 estruturas BestHit segundo o Design da reagao de Diels-Alder uti-
lizando a propriedade do descritor de Netfilicidade na forma EW. Foi definida em
vermelho o NAS e em azul o EAS. BestHit_rep_222.7_UM_2_Y121Q195 EAS no re-
siduo Met-90 e NAS no residuo Cys-157. BestHit_rep_249.41_UM_2_Y121Q195 EAS
no residuo Met-231 e NAS no residuo Cys-119. BestHit_UM_2_Y121Q195 EAS no
residuo Met-231 e NAS no residuo Cys-119. BestHit_rep_225.74 UM_2_Y121Q195
EAS no residuo Met-90 e NAS no residuo Cys-157.
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UM_90_T195Q120

Figura 5.9: Design da reagao de Diels-Alder segundo a pontuagao do AHpinging
utilizando a propriedade do descritor de Netfilicidade na forma EW. A estrutura
UM_90_T195Q120 EAS no residuo Cys-265 e NAS no residuo Ala-173-174.
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Figura 5.10: Essa estrutura ¢ obtida usando como base a estrutura BestHit-6M da
reacao de Diels-Alder pelos descritores de Netfilicidade na forma EW. Foi definida
em vermelho o NAS e em azul o EAS. O EAS no residuo Cys-173 e NAS no residuo
Arg-91. Foram alterados seis mutacoes, sendo A21T, A741, Q149R, A173C, S271A,
e A272N.
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Figura 5.11: As 5 estruturas desenhadas segundo o artigo referente a reagao de Retro-
Aldol pelos descritores de Netfilicidade na forma EW. Foi definida em vermelho o
NAS e em azul o EAS. RA22 EAS no residuo Met-236 e NAS no residuo Pro-1.
RA34 EAS no residuo Met-199 e NAS localizados no residuo Asp-127-Ser-31-Ile-30-
Pro105. RA46 EAS no residuo Met-153 e NAS no residuo Pro-1. RA60 EAS no
residuo Met-163 e NAS no residuo Pro-125. RA61 EAS no residuo Met-163 e NAS
no residuo Pro-125.
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RA34

Figura 5.12: A RA34 estrutura desenhada segundo o artigo referente a reacao de
Retro-Aldol pelos descritores de NAS na forma BD. O NAS nos residuos Pro-56 e
Trp-57 e EAS localizado nos residuos Met-52-236.



Capitulo 6

Conclusoes

Nesse trabalho, procuramos apresentar uma melhoramento ao procedimento
de selecao e classificacao usado no desenho computacional de enzimas usado no
programa Rosetta. Sendo apresentado o conceito e o uso dos valores calculados a
partir de métodos quanticos semiempiricos da entalpia de ligagao enzima-ligante,
AHpinging, para reclassificacao de estruturas mutantes, além do uso de descritores
de reatividade obtidos com o programa PRIMoRDIiA para anélise visual. Com essas
ferramentas em maos, o calculo de AHy;pginy auxiliou no re-ranqueamento, permi-
tindo que estruturas que possuem dados experimentais, para a reagao de eliminacao
de Kemp e Diels-Alder, assumisse melhores classificacoes, desse modo, surge a possi-
bilidade de que ao realizar a etapa experimental, as enzimas promissoras que possam
surgir aumente. A partir do calculo dos descritores de reatividade foi possivel obser-
var que as estruturas projetadas nos estudos da reacao de Retro-Aldol e Diels-Alder,
em que ambas possuem k. entre 107° e 107* s7!, mostraram NAS ou EAS lo-
calizado proximo ao ligante, no sitio ativo, enquanto que as estruturas calculadas
para a reacao de eliminacido Kemp, com k. entre 107! e 1072 s~!, mostraram as
propriedades NAS localizadas no ligante. Para a reacao de eliminacao de Kemp foi
possivel distinguir a estrutura supleKE59, que nao possui atividade catalitica, com
propriedades NAS e EAS localizados fora do sitio ativo, e a estrutura nativeKES59,
com a propriedade NAS no ligante, que apresentou k., igual a 2.90x10~!. Portanto,
o uso do protocolo de design enzimatico Rosetta combinado com os descritores per-
mitiram distinguir estruturas com potencial catalitico observando as propriedades
referentes a suscetibilidade de ataque nucleofilico e eletrofilico, ou seja, a localizacao
dos seus orbitais proximos em energia ao HOMO e LUMO nas proximidades do sitio
ativo das enzimas.

49



50

Capitulo 6. Conclusoes




Capitulo 7

Perspectivas

Para trabalhos futuros, planeja-se buscar um banco de dados com dados expe-
rimentais que apresente mutantes de diversas enzimas para reagoes diferentes, confir-
mando seus efeitos através parametros cataliticos como k.4, que indica a constante
de velocidade para reacao enzimatica. Com esses dados em mao, a intengao seria de
projetar o estado de transicao dessas catalises para os ligantes para que, em seguida,
seja possivel aplicar o protocolo de design enzimatico do Rosetta. Desse modo, sera
aplicado o protocolo desenvolvido nesse estudo, propondo diversas fungoes escore,
que serao montadas utilizando técnica de aprendizado de maquina, testando auto-
maticamente os varios modelos e escolhendo o melhor.
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Tabela 1: Reacao de eliminacao de Kemp
Reagdo de eliminagao de Kemp Score Rosetta (Arb.U)

UM_66_E180W83
UM_55_E159W110
rep-194.47_UM_40_E133W110
UM_86_E184W89
rep-205.72_UM_101_E211W89
UM_102_E211Y110
UM_10_-E51W89
UM_6_E51W110
rep-193.39_-UM_101_E211W89
UM_79_E180W233
rep_206.23_UM_58_E180F210
rep-198.07_-UM_46_E159W51
UM_58_E180F210
UM_101_E211W89
rep-203.07-UM_43_E133W110
UM_118_E231W110
rep_184.568_UM_25_E110W211
UM_18_E83Y210
UM_83_E184W51
UM_34_E133Y159
UM_25_E110W211
UM_75_E180W110
UM_115_E211Y159
UM_105_E211Y110
UM_128_E233Y110
UM_22_E89Y51
UM_63_E180W110
UM_106_E211W89
rep-194.74_ UM_24_E110Y210
UM_43_E133W110
UM_23_E110Y210
rep-202.63_UM_125_E233F51
UM_46_E159W51
rep_201.35_UM_126_E233W110
UM_17_E83Y210
UM_64_E180W51
UM_40_E133W110
3est_UM_3_E83Y210R184
UM_126_E233W110
UM_11_E51Y210
UM_85_E184W159
rep-197.32_UM_27_E110F210
UM_81_E184W51
UM_24_E110Y210
UM_125_E233F51
UM_27_E110F210
UM_108_E211W180
UM_88_E184F180
UM_53_E159Y110
UM_35_E133W110
Best_UM_25_E231W110

-12.35
-11.34
-10.37
-10.33
-10.3
-10.22
-10.06
-10.00
-9.81
-9.81
-9.79
-9.77
-9.41
-9.21
-9.18
-9.14
-9.00
-8.79
-8.79
-8.77
-8.39
-8.38
-8.32
-8.31
-8.21
-8.17
-8.17
-8.12
-7.86
-7.75
-7.47
-7.41
-7.37
-7.34
-7.33
-7.31
-7.28
-7.28
-7.27
-7.13
-7.04
-6.88
-6.87
-6.84
-6.77
-6.76
-6.54
-6.42
-6.19
-6.16
-6.01

Classificacio Rosetta Entalpia (kcal/mol) Classificacdo Entalpia”

0~ O U W

U O s s b s s s s s s s 00 00 QO 00 Q0 Q0 0 Q0 W WD) DD DN N DD DD N B e e e e e e
= O O 0T UE WNHFE OO ITDDU R WNE OO0 UE WNFE O OO Uk WwNn—=O

-40.06
-31.35
-21.81
-29.87
-28.80
-22.89
-19.46
-27.30
-11.56
-23.52
-16.42
-27.93
-26.45
-30.90
-22.81
-29.21
-6.47
-24.71
-16.40
-18.37
-26.29
-24.39
-21.22
-27.04
-24.83
-13.44
-21.82
-23.82
-16.58
-27.73
-23.81
-5.44
-23.03
-34.29
-25.58
-24.50
-16.71
-23.16
-20.49
-3.21
-20.5
-18.7
-9.38
-13.59
-23.54
-21.92
-18.49
-4.82
-20.13
-21.68
-20.38

1
3
29
5
7
25
36
10
46
22
42
8
12
4
26
6
48
16
43
39
13
18
31
11
15
45
28
19
41
9
20
49
24
2
14
17
40
23
33
51
32
37
47
44
21
27
38
50
35
30
34
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Tabela 2: Reacao de Diels-Alder

Classificagao Rosetta Entalpia (kcal/mol)

Reacao de Diels-Alder

UM_81_T179Q77
rep_249.26_UM_64_Y121Q74
UM_89_T195Q74
rep_228.14 UM_64_Y121Q74
rep-231.74_UM_68_Y121N74
rep-245.99_-UM_28_S120Q74
rep-243.32_UM_71_-Y121Q195
UM_77_Y121Q74
UM_73-Y121Q195
BestHit_rep_222.7_UM_2_Y121Q195
rep-235.92_UM_69_Y121N74
BestHit_rep_225.74 UM_2_Y121Q195
BestHit_rep_249.41_UM_2_Y121Q195
UM_64-Y121Q74
UM_88_S195Q74
BestHit_UM_2_Y121Q195
UM_71-Y121Q195
UM_52_T121Q74
UM_69_Y12IN74
UM_94_T195N120
UM_68_Y12IN74
UM_35_5120Q74
UM_30_S120N74
UM_51_8121Q74
UM_40_T120Q74
UM_93_T195Q120
rep-234.27_UM_43_5121Q74
rep_240.81_UM_41_T120N74
rep-234.36_UM_72_Y121Q195
rep_237.82_ UM_72_Y121Q195
UM_90_T195Q120
UM_38_5120Q74
rep-246.73_UM_57_S121Q74
rep_238.29_UM_72_Y121Q195
rep-245.40_UM_37_S120Q74
rep_244.99_UM_56_S121N74
UM_43_S121Q74
UM_32_8120Q74
UM_41_T120N74
rep_233.44 UM _57_S121Q74
UM_45_S121Q74

rep_243.22_ UM_72_Y121Q195
UM_15_Y75Q120
UM_25_8120Q74
UM_72_Y121Q195
UM_34_S120N74
UM_57_S121QT74
UM_12_Y74N195
UM_37_S120Q74
UM_28_8120Q74
UM_56_S121N74
UM_42_T120N74

Score Rosetta (Arb.U)

-24.42
-22.95
-22.65
-22.61
-22.02
-21.77
-21.41
-21.31
-21.30
-20.65
-20.39
-20.25
-20.02
-19.82
-19.64
-19.51
-19.46
-18.94
-18.64
-18.61
-18.49
-18.34
-18.30
-18.23
-18.14
-18.02
-17.77
-17.42
-17.36
-17.23
-17.20
-17.02
-16.85
-16.62
-16.57
-16.57
-16.43
-16.26
-16.24
-16.11
-16.04
-15.15
-14.97
-14.83
-14.55
-14.01
-13.71
-13.10
-12.92
-12.68
-11.07
-10.85
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21.90
7.32
-12.74
-9.51
-12.06
-29.87
-10.92
-20.66
-10.96
-38.72
58.96
-32.87
-36.00
7.32
5.65
-36.00
1.49
-43.17
5.21
-5.84
0.92
-34.74
-9.95
-13.27
-7.35
-21.21
-4.22
8.85
0.83
-19.12
-39.59
6.07
-12.21
-25.88
-10.15
-19.16
-24.98
-14.95
0.30
-13.21
-21.16
-39.84
14.20
37.91
-19.16
-9.16
-13.21
-13.19
-34.18
12.49
-22.87
-11.98

Classificagao Entalpia”

50
45
25
33
27
10
30
16
29
4
52
9
5
46
43
6
41
1
42
36
40
7
32
21
35
14
37
47
39
19
3
44
26
11
31
17
12
20
38
23
15
2
49
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