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3.1 INTRODUCAO

O entendimento de reacdes enzimaticas em nivel atdmico é um dos maiores
desafios para a biofisica moderna'. Técnicas experimentais como a difra¢do
de raios X e engenharia genética tém proporcionado um grande progresso na
determinagdo estrutural de enzimas. Entretanto, tais técnicas ndo sdo capazes
de explicar a origem do poder catalitico enzimatico'. Informag¢des mais deta-
lhadas sobre reag¢oes enzimaticas podem ser obtidas através dos métodos de
quimica computacional, quimica tedrica e modelagem molecular!, os quais
estdo se tornando cada vez mais importantes para o entendimento do papel
biologico das enzimas, bem como para a drea da biotecnologia®. Usando tais
métodos, pode-se, por exemplo, propor estruturas de novas enzimas com
importancia industrial e médica?, ou se pode ainda propor bioligantes ou
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inibidores de alvos terapéuticos®. O desenvolvimento de métodos de calculos,
bem como os novos algoritmos matemadticos, muito mais efetivos, acompa-
nhados do impressionante avanco de software e hardware, permitiu a mode-
lagem molecular passar do estudo de pequenos sistemas em fase gasosa para
explorar, calcular e caracterizar as propriedades de sistemas complexos como
os enzimaticos. Os pioneiros na area de simula¢des computacionais enzima-
ticas, Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel, foram contemplados
com o prémio Nobel de Quimica de 2013 pelo desenvolvimento de modelos
multiescala para sistemas quimicos complexos, o que ressalta a importancia
cientifica do tema abordado neste capitulo.

A principal corrente de pensamento para explicar a reatividade quimica
e, em particular, a catdlise enzimadtica, tem suas origens na ideia singular de
Linus Pauling® o qual teve grande importancia na drea de quimica e bio-
quimica e, curiosamente, foi orientador de Martin Karplus (ja citado) no
Departamento de Quimica da Caltech (Instituto de Tecnologia da Calif6r-
nia). Segundo Pauling?, as enzimas acelerariam as reacdes quimicas ao esta-
bilizar o estado de transicdo (ET) com relagdo ao complexo de Michaelis. A
evidéncia experimental que confirma essa hipotese é o fato de que compos-
tos semelhantes ao ET, analogos ao estado de transicao, que abreviaremos
aqui como AET, sdo inibidores competitivos das enzimas, e dessa forma
podem ser usados como farmacos*. Uma proposta geral dessa ideia é apre-
sentada na Figura 3.1. Como exemplo de molécula desenhada com esse pro-
posito, tem-se o Saquinavir, que foi o primeiro medicamento desenvolvido
para inibir a enzima aspartica protease do HIV. Esse inibidor foi desenhado
como AET do substrato dessa enzima. Assim, estabelecendo-se a natureza
do ET, pode-se propor a sintese de moléculas com geometria e propriedades
fisico-quimicas semelhantes, mas com estruturas estaveis®.

O uso de enzimas para producio de alimentos, tecidos, firmacos e bio-
combustivel estd bem estabelecido®. Milhoes de anos foram necessdrios para
criar poderosos biocatalisadores capazes de acelerar uma enorme variedade
de reacdes quimicas, mantendo a regiosseletividade e a estereosseletividade.
Entretanto, os quimicos sintéticos estao criando cada vez mais compostos
artificiais e novas rea¢des, nas quais nao existem enzimas naturais, para
realizar a biocatalise. Dessa maneira, o desenho de enzimas capazes de
catalisar tais reagdes tornou-se um dos maiores desafios em biotecnologia®.
Baseando-se na ideia de Linus Pauling?, Jencks® propds empregar os AETs
como antigenos em sistemas vivos para gerar anticorpos cataliticos (ACs).
Os estudos dos processos associados a atividade dos ACs propiciam uma
oportunidade sem igual para entender a catdlise enzimatica e para melhorar
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Figura 3.1 Representacdo esquemdtica de mecanismo reacional.

a estrutura de novos catalisadores?. E importante ressaltar que os ACs serdo
particularmente interessantes nas reacdes quimicas nas quais nao ha enzimas
conhecidas que as catalisem.

Este capitulo abordard os métodos mais utilizados em simulacdo de rea-
¢oOes enzimadticas. Em seguida, serdo apresentadas duas aplicagoes dos méto-
dos apresentados aqui, sendo a primeira um trabalho publicado pelos auto-
res deste capitulo no qual se mostra a possibilidade de usar o0 mecanismo
molecular enzimatico como ponto de partida para determinagio de inibido-
res AETs, enquanto a segunda mostrard como o conhecimento da ET pode
ajudar no desenho de anticorpos cataliticos.

3.2 FUNDAMENTOS TEORICOS
3.2.1 Métodos hibridos: mecénica quéntica/
mecdnica molecular (MQ/MM)
Em 1976, Warshel e Levitt apresentaram uma nova metodologia baseada

em hamiltonianos hibridos, que hoje é considerada essencial para o estudo de
reacoes enzimaticas’®. A essa metodologia foi dado o nome de método de
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mecanica quantica combinado com mecanica molecular (QM/MM), do inglés
combined quantum-mechanics/molecular-mechanics’®. Nesse método realiza-
-se a parti¢do do sistema em dois subsistemas: um contendo as moléculas que
participam de forma ativa na reacdo quimica (rupturas e formagoes de liga-
¢oes quimicas) e outro englobando as demais moléculas presentes no sistema
(meio ou entorno), que desempenham um papel passivo numa determinada
reagao quimica. A vantagem inerente de tal particio é que cada subsistema é
tratado com o emprego de um método distinto, destinando o mais rigoroso a
descricao do processo de rea¢do e o mais simples a descricdo das centenas ou
milhares de moléculas que descrevem o meio em que ocorre a reagdo’.

O método usado para descrever adequadamente a molécula que parti-
cipa de forma ativa da reagdo quimica é conhecido como método meca-
nico quantico (MQ), do inglés quantum-mechanics, e o método usado
para descrever o meio é chamado de mecanica molecular (MM), do inglés
molecular-mechanics, que é um método classico baseado na aplicagio
de campo de forgas, o que permite realizar rapidamente os cdlculos com
baixo custo computacional. Por outro lado, por nao resolver a equagao de
Schrodinger, os métodos de mecanica molecular nio podem ser aplicados
a sistemas que impliquem a ruptura ou formag¢dao de uma liga¢do quimica,
além de nao descreverem adequadamente as interagoes eletrostaticas devido
aos efeitos de polarizacao® 2.

Devido ao impressionante avanco no desenvolvimento de software e
hardware, o estudo tedrico de sistemas compostos por um elevado ntimero
de atomos, como € o caso das enzimas, tem se tornado possivel. Ha uma cres-
cente aplicagio do método de mecanica quantica combinado com mecanica
molecular (MQ/MM) no estudo de problemas de natureza quimica e bioldgica
relacionados a enzimas, especialmente em catdlise enzimatica®!®. Uma pes-
quisa basica no ISI Web of Science usando como palavra-chave “QM/MM”,
apesar de nao refletir todos os trabalhos dessa drea, mostra um aumento no
numero de publicagdes a esse respeito em poucos anos (Figura 3.2).

Como ja comentado acima, no método de mecanica quantica combinado
com mecdanica molecular (MQ/MM) o sistema completo divide-se em dois
subsistemas, MQ e MM (Figura 3.3), e cada subsistema recebe tratamento
distinto. O subsistema MQ é compreendido por aquelas moléculas que par-
ticipam da rea¢do quimica, sendo descrito por métodos quanticos, tais
como ab initio, ou semiempiricos, como os métodos AM1"Y e PM3?°, entre
outros. O subsistema MM corresponde ao meio (proteina e moléculas de
agua) e é descrito por campos de forca, sendo os mais usados os seguintes:
assisted model building with energy refinement (AMBER)?'?2, chemistry at
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Figura 3.2 Representagdio das recentes publicagdes relacionadas ao método MQ/MM.

HARvard macromolecular mechanics (CHARMM)?, Groningen molecular
simulation (GROMOS)?** e optimized potentials for liquid simulations — all
atoms (OPLS-AA)?. Geralmente esses campos de forca incluem pardme-
tros para proteinas e acidos nucleicos, mas alguns deles possuem parametros
para lipideos e carboidratos. Em suma, os métodos hibridos MQ/MM per-
mitem incluir tanto a precisdo de um tratamento quantico como a eficiéncia
computacional da mecanica molecular.

A regidao MQ inclui todos os atomos envolvidos diretamente na reagdo
quimica, ou seja, os dtomos que participam da formag¢do e rupturas das
ligacoes. Os dtomos dessa regiao sio representados como elétrons e ntcleos,

CONTORNO

Figura 3.3 Partigdo do sistema MQ/MM.

e as superficies de potencial associadas a eles sao determinadas pela aproxi-
magao de Born-Oppenheimer?®, de modo que a energia é descrita em fung¢do
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das posi¢oes dos nucleos. Por outro lado, a zona MM contém o resto dos
atomos do sistema. Estes sdo descritos classicamente, e suas interagcdes sao
determinadas mediante funcdes de energia potencial empirica, de modo que
esses atomos nao podem estar envolvidos no processo de formacdes ou rup-
tura de ligacdes. Os dtomos MM interagem com os dtomos MQ envolvidos
na reagao, de modo que seus movimentos e intera¢oes influem sobre os ato-
mos MQ, e vice-versa.

A fung¢ao de onda do subsistema MQ dependerd das coordenadas dos
elétrons dos dtomos (%) e, parametricamente, dos nicleos que a formam (7,)
e da posicio do centro que formam o entorno (7,) (Figura 3.4):

(Equaciao 3.1) @ = (7); (%) (7y)

Tal fun¢ao de onda proporciona ou descreve a densidade eletronica da
regido quantica submetidas as interacdes correspondentes ao entorno. O
hamiltoniano efetivo do sistema é definido como:

-~

em que ﬁMQ corresponde ao hamiltoniano da regido quantica, cuja
expressdo é equivalente a do subsistema dos reagentes em vazio, Hyy
corresponde as interagdes entre as moléculas que formam o entorno e
ﬁMQ/MM descreve as interacdes entre as duas regides e se decompode em trés
termos, cada um deles com seu hamiltoniano correspondente: eletrostatico,
Van der Waals e de polarizacio.

(Equagao 3.3) ﬁMQ/MM = Azﬁlqefmm + 171\‘23/%” + AIPVI%I/MM

O termo de polarizagio, I:I\AI:,%I/MM , estabelece um acoplamento entre a
funcdo de onda do sistema MQ e as cargas do entorno, o que deveria se
resolver de modo autoconsistente. De maneira geral, costuma-se desprezar
esse termo, de modo que se ignora a polarizag¢do instantanea que sofre o
entorno, simplificando os cdlculos. Dessa forma o hamiltoniano associado a
interacdo de ambas as regides é escrito em termos de coordenadas atdémicas
e se reduz a:

~ ~ q Zaqw | [A Bae
(Equacao 3.4) Hyo/mm = Zizwi‘F YaLw : + [%_%

aw Taw Taw
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O primeiro termo contém as coordenadas eletrdnicas (), motivo pelo
qual aparece em forma de integral de interacdo eletronica entre os centros
no ciclo do campo autoconsistente (do inglés, self-consistent-field — SCF).

n n

Figura 3.4 Descricdo da functo de onda do subsistema MQ, em que e- sdo os elétrons envolvidos no subsistema QM e n representa o
nicleo atomico dos dtomos envolvidos no subsistema QM.

3.2.2 Interacao de nao ligacao

Ha ocasides em que nao se pode desprezar o efeito polarizante que pro-
vocam algumas moléculas do meio (quando estio proximas as moléculas dos
reagentes). Nessas ocasides, essas moléculas devem ser incluidas no subsis-
tema quantico. Essa solucdo, aparentemente simples no caso de se trabalhar
em solucdo, pode ndo ser tdo simples quando se trabalha com enzimas. No
caso de proteinas em que os residuos proximos atuam ativamente na reagao,
formando, por exemplo, ligacio covalente com o substrato, ndo é possivel
uma parti¢ao nitida dos distintos subsistemas MQ e MM. Nesses casos,
deve-se recorrer a algum tipo de aproximacao que permita satisfazer as
valéncias dos atomos quanticos que definem a ligagao entre a regido quan-
tica e a regido classica, por onde se produzira a divisao (ligagao de fron-
teira). Podem-se usar os métodos baseados no formalismo do campo local
autoconsistente (LSCF)?”?%, que excluem do calculo SCF o orbital do 4&tomo
quantico que forma parte da liga¢do de fronteira, permanecendo congelado
durante todo o processo de otimizagao (Figura 3.5a). Tanto os coeficientes
que definem o orbital congelado como sua populacio eletronica devem ser
determinados previamente empregando calculos quanticos de modelos redu-
zidos. Outros métodos sdo os que empregam dtomos adicionais de unidao
(link atom)®?*°. Nesses métodos, a valéncia dos atomos quanticos afetados

109



110 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

pelo corte é completada empregando dtomos de unido (que serdo por sua vez
incluidos no subsistema quantico), de modo que substituam a regiio MM da
ligagcao de fronteira (Figura 3.5b). As caracteristicas que devem apresentar
os atomos de unido ndo estio completamente estabelecidas, variando tanto
sua natureza como o tipo de intera¢ao que sdo permitidas com o entorno
classico. No que diz respeito ao tipo de atomo, este devera reproduzir com
certa medida as propriedades (tanto eletrénica como espaciais) do grupo que
substitui. Apesar disso, entre as distintas op¢des (como o uso de halogénios),
0 mais comum a ser empregado é o atomo de hidrogénio.

(a) (b)
| ]
Q, M,
\ 1+ 1
Q/Q T \|\|’|2 M3/
—? \ M, \ \

M3

Figura 3.5 Representagdo dos métodos de complemento de valéncia. Este esquema localiza os orbitais hibridos da ligacdo e os mantém
congelados. Dessa forma, eles completam a regido QM, substituindo a ligacdo cortada.

3.2.3 Superficie de energia potencial

Para se estudar uma determinada rea¢do enzimatica, geralmente pode-se
obter uma superficie de energia potencial (SEP) (Figura 3.6) que descreva as
mudangas de certas coordenadas atomicas. As superficies de energia poten-
cial surgem no contexto da aproxima¢io de Born-Oppenheimer, em que se
realiza uma separagdo no tratamento da dindmica dos nucleos e dos elé-
trons?®. Quando se aplica tal aproximag¢do a equacio de Schrodinger inde-
pendente do tempo pode-se expressar a fun¢do de onda e energia como uma
fung¢do paramétrica das posi¢oes dos nucleos. Dessa forma, para cada con-
figuracao nuclear se obtém uma solugdo para o sistema eletronico, o qual
depende das coordenadas do niicleo (%, e 7). Ao variar tais coordenadas
surge a superficie de energia potencial, uma vez que, resolvido o problema
eletrénico, o calculo da contribui¢do da energia potencial é imediato. A SEP
uma vez obtida permite caracterizar cada espécie participante no processo
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de reacao (reativos, produtos, intermedidrios e estruturas de transi¢ao), bem
como mostra possiveis caminhos de reacio.

Tanto para analisar ou localizar os pontos estaciondrios sobre a super-
ficie de energia potencial, é necessario conhecer o vetor gradiente G) e a
matriz hessiana (H) da energia:

(Equagao 3.5) u(ra,w) = :KEl(ri) + uEl(ri' To Tw) + Uy (Tar 70)

IU(rg ) azu(ra,w) azu(ra,w)
L[ orax S0tk 07udTax
(Equacgao 3.6) G = H =
0Ura,w) azu(rtx,w) azu(ra,w)
0Tz x0Tz ork,

Todo ponto estaciondrio supde um vetor gradiente nulo (5 = 6), enquanto
a natureza do ponto estaciondrio estd armazenada na matriz hessiana. Em
funcdo dos valores proprios da matriz hessiana, os pontos estacionarios da
SEP podem ser classificados como:

a) Minimos (ou de ordem zero): se possuem unicamente valores proprios
positivos. Tal comportamento deve-se ao fato de que qualquer deslo-
camento que se realize sobre o ponto conduz a uma situa¢ao de maior
energia. A esta categoria pertencem estruturas estaveis, como reagentes,
intermediarios e produtos de reacio.

b) Pontos de sela (ou primeira ordem): se caracterizam por apresentar um
tnico valor préprio negativo, de modo que todas as possiveis modifica-
¢oes da geometria nuclear dao lugar a incremento da energia, exceto em
uma dire¢do que conecta o ponto com os minimos associados. Esses pon-
tos correspondem as estruturas de transi¢ao.

Tanto o vetor gradiente quanto a matriz hessiana, além de servirem como
provas para caracterizar as estruturas obtidas, podem ser empregados também
para localizar tais estruturas®’. A superficie de energia potencial estd intima-
mente relacionada com o conceito de mecanismo de reacdo, uma vez que em
toda reagdo quimica existe uma coordenada interna, ou combinag¢do destas,
que rege o transito entre as duas espécies, portanto, é possivel representar
a energia potencial unicamente em fun¢do de uma coordenada, denominada
coordenada de reagdo. Assim se dispoe da maior quantidade de informagado
possivel: a posi¢do relativa das distintas estruturas localizadas (tanto a energia
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como em termos geométricos) e o caminho como variacdo de coordenada de
reacdo que as une, denominado caminho de reagao. Além disso, as estruturas
que definem o caminho de reacdo devem possuir um vetor gradiente cujas
componentes devem ser nulas, exceto as que estejam associadas a propria coor-
denada de reagio, ou seja, as geometrias dadas estdo em situa¢do de minimo
para todas as variaveis que formem parte da coordenada de reacdo. Em geral,
costuma-se optar pela combina¢ao de coordenadas internas que apresentam
um maior peso’!, denominando-se entdo coordenadas distinguidas.

3.2.4 Potencial de forca média

Em geral, as simulag¢des computacionais de reagdes quimicas apresen-
tam dois desafios: o primeiro é a descricio acurada das moléculas presentes
no sistema e o segundo é amostragem estatistica suficiente para assegurar
que os resultados tenham relevancia do ponto de vista termodinamico®>3%3.
Para calcular propriedades termodinamicas, é necessario um nimero muito
grande de informag¢des sobre os distintos estados acessiveis ao sistema. As
simulacoes de dinimica molecular (DM)3337 e de Monte Carlo (MC)3%3 for-
necem valiosas informacdes termodindmicas e sio empregadas para avaliar
as distintas conformacdes de um sistema. Dessa forma, apesar das numerosas
vantagens que oferece a exploracdo da superficie de energia potencial para
reagOes em fase condensada, tanto em nivel de mecanismo de reagdo como
de caracterizacdo de pontos estaciondrios, ndo é recomendavel recorrer uni-
camente a essa técnica para estudar reagdes quimicas. A razdo baseia-se no
efeito do meio: a presenca de inumeras conformacdes (ou estados) acessiveis,
de baixo custo energético, se traduz no aumento da “rugosidade” na super-
ficie de energia potencial. O efeito final é o agrupamento de pontos estacio-
narios em familia (unidos através dos correspondentes caminhos de reacio),
que se diferenciam principalmente em pequenas mudangas geométricas.

Portanto, em vez de obter somente a superficie de energia potencial, tor-
na-se mais util dispor de um observavel de energia livre que dependa, por
sua vez, da coordenada de reacdo. O potencial de forca média (potential of
mean force — PMF) se ajusta bem a essa definigao:

(Equagio 3.7)  PMF(gp) —%ln(p(eo))

em que {p(&y)) corresponde a média da funcio de probabilidade para a
coordenada de reacio:
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_ / 5[80 el P @ar
(Equacgio 3.8) (p(eo)) = [e-BUM ar

O delta de Dirac na equacao anterior assegura que unicamente leva-se em
consideragao a coordenada de reacio elegida, &g.

Um método para calcular o PMF foi descrito por Kumar e colaborado-
res em 1992, Nesse método, a funcao de distribui¢ao de probabilidade se
expressa com uma combinacio de um nimero W de fungoes de distribuicao
para distintos valores da coordenada de reagao (g ;=1 w):

YVei=1

- N N .
(Equacio 3.9) (p(e)) = Xi" ¢ <p(50,l)> {<p(80)2> — (p(&,))? Minimo

em que os coeficientes ¢; sdo eleitos de modo a se minimizar o erro aleat6-
rio. As dindmicas moleculares sdo realizadas com distintos valores de &g
(denominados janelas), de onde serdo obtidas as correspondentes funcoes de
distribuigio (p(&o,)) (ou histograma de frequéncia).

Neste ponto, o problema continua sendo a capacidade de exercer o con-
trole sobre o processo de exploracao das dindmicas, uma vez que toda janela
que tenha sua origem numa regiao que nao corresponda a um minimo evo-
luird até estados de menor energia. Deve-se levar em considerac¢do que, dife-
rentemente da superficie de energia potencial, nas dinamicas moleculares o
sistema possui sempre uma quantidade de energia minima, associada a exis-
téncia de agita¢do térmica. Dentre os distintos métodos existentes, um dos
mais empregados é denominado umbrella sampling. Essa técnica permite
recuperar o valor de uma varidvel a qual foi aplicada uma restricio durante
o processo de medida. Por exemplo, supondo que se pretende calcular o
valor médio de uma variavel, X, o qual estd definido por uma fung¢ao de
potencial determinada, U(T) , é possivel demonstrar que existe uma relacio
entre o valor médio, o qual é obtido — denominando restricoes (“biased”)
— aplicando uma funcao Vy;,;, () que restrinja algum aspecto do sistema:

(Equagido 3.10)
[ X(r)e=PUM gy f%vab(T)e_ﬁu(r) dr

[e-BUMar [ Vump(e=BU® dr I

f Vymp(r)e FUMar

_ 1 U
- b(r)VUmb(r)e BUM dr

(X) =

X () ———~)biased

<x> — (vab(r)

(m)blased
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Dessa forma, sobre cada um desses intervalos (janelas) se aplica um
potencial de “guarda-chuva” (“umbrella”), cuja unica finalidade é evitar
que se produzam desvios importantes no valor da coordenada interna:

ot (g0 :—gref)’
(Equacdo 3.11) vab,i(gO,i) = eBZKUmb’I(EO'1 80'1)

Neste caso foi adotado um potencial tipo harmonico, caracterizado por
uma constante de forca Kymp i, € um valor de referéncia para coordenada
de rea¢ao de uma determinada janela Egjf. A definicio de uma constante de
forca distinta para cada janela faz com que se intensifique o efeito da fungao
nas zonas mais conflitantes (a regido que envolve o estado de transi¢dao, por
exemplo).

O seguinte passo é a construgdao da fun¢do de distribui¢ao de proba-
bilidade para cada uma das janelas, a partir dos dados obtidos durante a
simulacio:

e_%BKumb'i(Eo.i—Egeif)z(p(Eo,i))

(Equagao 3.12) (P(%,i)) = - o

1 T
38K ymp(20,-n7 )
(e 2'8 Umb\©0,i"%p i )

Finalmente, ao gerar por combinacio linear a fung¢ido total de distribui-
¢ao, os coeficientes ¢; resultam dependentes do valor do PMF nas distintas
janelas (PMF (&, ;)).

¥ ni(p(eo,))biased

(p(ep)) =
(Equagao 3.13) ’ 2}”n,-e_’g(VUme‘PMF(SOJ))

e~ BPMF(20:) = [ caminho de reagio (p(€))Vymp,i (€0)deo

em que N;j/; representa o nimero de dados empregados para calcular a fun-
¢ao de distribui¢do de probabilidade de uma determinada janela. Este aco-
plamento entre as distintas janelas resolve-se por interagdes de modo auto-
consistente: inicialmente se determina um valor a todas as energias livres
[PMF (&5;)] (usualmente zero), resolvendo-se a equagdo anterior, obtendo
assim um conjunto de energias melhorado. O processo é entdo repetido com
este novo grupo de valores e a interacdo segue até que sejam produzidas
modificagbes tanto nas energias livres como na fun¢do de densidade total*!.
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3.2.5 Perturbacao de energia livre

Outro método usado para prever a energia livre de reacdes enzimaticas,
ou ainda a energia livre de liga¢dao entre o ligante e a proteina, é o método
de perturbacdo de energia livre (free energy perturbation — FEP)*2., A FEP
baseia-se na equacdo de Zwanzing (Equac¢do 3.14), a qual expressa a energia
livre como a diferenca de energia potencial média entre um estado inicial
(0) e um final (1), levando em consideracio uma média de configuracdes. A
diferenca de energia livre, que acompanha a transformagao entre um estado
inicial (0) e um estado final (1), pode ser escrita como:

(Equacdo 3.14) AG(0—1) =-kg T In <exp[-(E; — Ey)/ kg T[>y

em que kp é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, E; — Ep é a
diferenga de energia entre os estados (0) e (1) e <...>, indica a média de
ensemble para o estado (0). O método FEP, quando combinado com dina-
mica molecular, pode ser usado para estudar a intera¢do enzima-inibidor e
o mecanismo de reac¢io.

3.3 APLICACOES

3.3.1 Mecanismo enzimatico molecular como
ponto de partida para o desenvolvimento de
inibidores andlogos ao estado de transicao

A teoria do estado de transi¢do foi desenvolvida por Henry Eyring em
1935%, o0 que provavelmente foi uma das maiores contribui¢bes para qui-
mica no século XX. Tal teoria foi desenvolvida de acordo com os principios
da termodinamica, cinética e mecanica estatistica**. Eyring tomou como base
a ideia de que as forcas entre os dtomos resultam de movimentos e distri-
buicdo dos elétrons e devem ser calculadas com base na mecanica quantica.
Entretanto, pode-se assumir que o movimento dos nucleos dos dtomos pode
ser tratado de acordo com a mecanica classica; assim, torna-se possivel cal-
cular constantes cinéticas de reacdo através da mecanica estatistica®’.

O estado de transi¢ao (ET) pode ser definido como um grupo instavel
de dtomos, em que ligagdes quimicas podem ser formadas ou quebradas
levando a formacdo do produto ou do reagente, em que energeticamente o
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ET é o ponto na coordenada de rea¢ao de maior valor de energia. Um grupo
de atomos pode se organizar de infinitas maneiras, seguindo diferentes cami-
nhos. Se a energia do sistema (grupo de dtomos) para os estados quanticos
de menor energia for plotada em fun¢do das distincias entre os nucleos,
obtém-se uma superficie de energia potencial que descreve o movimento
dos nucleos (Figura 3.6), na qual se pode observar diferentes caminhos de
reagdo, em que as regides de menor energia na superficie correspondem as
moléculas que sdo separadas por baixas barreias de energia (Figura 3.6).
Uma reagao consiste em um sistema passando de uma regiao de menor ener-
gia para outra na superficie*’, onde o complexo ativado ou estado de transi-
¢do corresponde ao ponto mais alto ao longo do caminho de menor energia
(Figura 3.6). A luz da mecanica estatistica, o estado de transicdo é definido
como o ponto no qual a energia de formag¢ao ou quebra de ligagdo tem igual
probabilidade de conduzir o ET ao produto ou ao reagente.
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Figura 3.6 Representagiio esquemdtica de uma superficie de energia potencial.

A maior aplica¢do do estado de transi¢do enzimatico envolve o desenho
de andlogos ao ET, uma vez que esses andlogos podem formar ligacdes com
as enzimas milhdes de vezes mais forte do que o substrato natural, o que
torna a pesquisa nessa drea promissora para o desenvolvimento de farmacos.
Finalmente, podemos definir como andlogas ao ET estruturas quimicas que
imitam caracteristicas geométricas e propriedades fisico-quimicas do ET.

Nesta se¢do serao apresentados resultados de uma pesquisa desenvolvida
recentemente por alguns dos autores deste capitulo, que trata do estudo do
mecanismo catalitico da enzima hOGA envolvendo o substrato O-GlcNac,
fazendo uso de métodos hibridos MQ/MM, SEP e PME.
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3.3.1.1 Alvo estudado

A reacdo estudada ocorre em quase todas as células eucaridticas em que
algumas proteinas sdo glicosiladas. Nessa reacdo esta envolvido o sacarideo
N-acetil-B-glicosamina, conhecido também como O-GlcNac, que se liga aos
residuos de serina e treonina de glicoproteinas através de grupos hidroxilas.
A enzima que atua na hidrélise do O-GlcNac (Figura 3.7) no corpo humano
¢ chamada de O-GlcNacase humana (hOGA), que é um membro da familia
84 glicosideo hidrolase (GH 84)%. Alguns estudos mostram que hOGA usa
um mecanismo envolvendo o grupo alfa-acetamido do substrato O-GlcNac
para realizar a clivagem de tal substrato a partir de residuos de serina ou
treonina de proteinas modificadas apds a etapa de tradugao*®*’. A reagio
inicia com um aspartato atuando como doador de préton e outro como
receptor, o que favorece o ataque nucleofilico do oxigénio grupo carboni-
lico do substrato sobre o carbono do centro anomérico, levando a formacao
de um intermedidrio biciclo oxazolina, como mostrado na Figura 3.7%%. No
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Figura 3.7 Representacdo esquemdtica do mecanismo proposto experimentalmente.



118 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

segundo passo da reacdo ocorre a abertura do ciclo formado. A ruptura do
intermedidrio oxazolina é provocada via ataque de uma molécula de agua
(que atua como uma base) sobre o centro anomérico. Pela Figura 3.7 pode-
-se observar que a reacdo global ocorre em dois planos ordenados, cada
um envolvendo inversdo estereoquimica no centro anomérico, sendo que a
reacdo global ocorre com a retencdo estereoquimica*’. O desenvolvimento
racional de inibidores de hOGA vem sendo um topico importante de pes-
quisa durante anos, e tal interesse deve-se ao fato de que esses inibidores sao
promissores agentes terapéuticos que podem ajudar no combate de doengas
neurodegenerativas, cancer e diabetes tipo 11355,

3.3.1.2 Métodos

A estrutura de partida foi obtida no banco de dados de proteinas (Pro-
tein Data Bank — PDB) com o c6digo (2CB]J)’¢, em que o substrato foi dese-
nhado usando as mesmas coordenadas do inibidor (PUGNAc) complexado
a estrutura da proteina. O pKa foi calculado para os distintos estados de
protonag¢ao dos residuos ionizaveis (ASP, GLU, HIS, TYR e LYS) usando o
servidor propKa*’. Em seguida, dtomos de hidrogénios foram adicionados a
estrutura da proteina considerando o estado de protonacdo dos aminoacidos
aum pH 7. Por conseguinte, a enzima foi colocada em uma caixa cubica (80
A de lado) de 4gua com moléculas TIP3P, tendo como centro de massa o
substrato. Para reduzir o tempo de calculo computacional, todos os residuos
que estavam a uma distdncia maior do que 20 A do centro de massa foram
congelados. O substrato foi descrito pelo método semiempirico AM1'?,
estando, portanto, dentro da regido MQ. Os aspartatos 297 e 298 foram
incluidos na regiao MQ (Figura 3.8a), o restante do sistema foi tratado
com campo de forca OPLS-AA. O sistema estudado apresentou um total de
23.465 atomos e 5.346 residuos. O numero de 4tomos médveis corresponde a
4.224, enquanto o numero de atomos fixos corresponde a 19.247. No total,
foram realizados 1,1 ns de dinimica molecular (DM) através dos algoritmos
Langevin-Verlet considerando uma temperatura de 300 K.

A energia livre associada a transferéncia de préton e a formacao do ciclo
foi determinada usando PMF obtido através do método WHAM?¢, do inglés,
weighted histogram analysis method, o qual traduzimos como método
de analise de histogramas ponderados. Esse método foi combinado com
umbrella sampling’® seguindo a implementacdo da biblioteca fDynamo®’,
usada para realizar todas as simulagoes descritas aqui. Como ja comentado
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Figura 3.8 Resultados obtidos. (a) Coordenadas de reacdo utilizadas; (b) SEP-2D; (c) PMF.

na Secdo 3.2, de fundamentacio tedrica, a realizacio do PMF requer uma
série de simula¢des de dindmica molecular na qual uma coordenada de rea-
¢do ¢ fixada em torno de um determinado valor, sendo que foi gerado um
total de 39 simulag¢oes. Para cada simulagido foi realizado 5,0 ps de relaxa-
mento seguido de 10,0 ps de producio usando passos de 0,5 fs.

O uso de hamiltonianos ab initio é muito limitado quando se aplicam
métodos hibridos MQ/MM. A forma mais viavel do ponto de vista do tempo
computacional é usar hamiltonianos semiempiricos, que sio menos acura-
dos. Uma das alternativas para inclusdo de tratamento ab initio em calcu-
los MQ/MM ¢ o uso da paradinamica (PD)%%¢!] que fornece uma maneira
eficiente de incluir um tratamento ab initio nos calculos de energia livre
usando os métodos MQ/MM. O ponto de partida para se aplicar PD é usar
um potencial de referéncia, por exemplo, os métodos empiricos de ligagao
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de valéncia (empirical valence bond — EVB)®!, e a partir desse potencial
de referéncia aplicam-se perturbagdes que permitem a determinagao de um
potencial ab initio para descrever o perfil de uma determinada reacao em
fase condensada®'. A alternativa para incluir o tratamento ab initio na des-
cri¢ao de reagoes de fase condensada através de MQ/MM é usar correcoes
interpoladas propostas por Truhlar®® e implementadas por Ruiz-Penia®.
No exemplo mostrado aqui, optamos por esta ultima para incluir as cor-
re¢des ab initio nas simulacoes MQ/MM, a fim de evitar as parametriza-
¢oes exigidas pelo método EVB. O hamiltoniano Austin model 1 (AM1) foi
usado para descrever a regido MQ na construcao das SEPs e PMF 2D e, em
seguida, as correcoes foram feitas em nivel B3LYP/6-31(d) usando estrutu-
ras obtidas com o método AM1/MM. Mais detalhes podem ser encontrados
nas referéncias®’.

3.3.1.3 Resultados e discussao

SEP e PMF

Para estudar o mecanismo de reagdo em questdo, foram geradas diferen-
tes superficies de energia potencial (SEP) usando combinag¢oes das distan-
cias mostradas na Figura 3.8a. As superficies foram geradas considerando o
substrato e os aspartatos 298 e 297 como quanticos (tratados com o método
AMT1), e o restante do sistema foi tratado com mecanica molecular. Com
base nas superficies de energia potencial foi proposto um mecanismo por
etapas, no qual pode ocorrer a formac¢ao de um intermediario (Figura 3.7).
Aqui mostramos apenas a SEP (Figura 3.8b). De acordo com os resultados,
o fechamento do ciclo pode ocorrer durante a transferéncia do hidrogénio
do aspartato 298 para o substrato (Figura 3.8c), enquanto a transferéncia
do proton do substrato para o Asp297 pode ocorrer apos o fechamento do
ciclo. Na Figura 3.10, a regido de menor energia é representada pela colora-
¢ao verde, enquanto a regido de maior energia é representada pela cor azul.
A diferenca de energia entre as estruturas de transi¢ao na regiao ET1 e os
reagentes (RS) corresponde a 35,0 Kcal/mol, enquanto a diferenca de energia
entre INT correspondeu a 12,0 Kcal/mol. Deve-se destacar que esses resul-
tados foram comparados com outras propostas de mecanismo através de
diferentes SEP geradas. Em seguida, o PMF em 2D foi determinado usando
AM1/MM, levando-se em consideracao as mesmas coordenadas da SEP
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comentada acima, em que a energia livre de ativagao para o ET1 e ET2 cor-
respondeu a 46,6 Kcal/mol e 9,6 Kcal/mol respectivamente. Com base nestes
resultados pode-se inferir que a formacdo do INT € a etapa limitante da rea-
¢ao. A barreira de energia obtida com PMF 2D AM1/MM foi corrigida utili-
zando-se B3LYP(6-31(d))/MM, resultando em uma energia livre de ativagdo
de 37,0 Kcal/mol, valor ainda elevado para o tipo de reagdo estudada, o que
pode ser explicado pelo fato de as correcoes terem sido realizadas com base
em geometrias obtidas com método AM1/MM. Por outro lado, as corre¢oes
usadas apresentam um valor de energia de ativacao significativamente mais
baixo do que o obtido através do método AM1/MM.

Mapa do potencial eletrostético (MPE)

O mapa do potencial eletrostatico (MPE) pode ser definido como a inte-
racao de energia entre distribui¢do de cargas de uma molécula e uma uni-
dade de carga positiva. Em outras palavras, o potencial eletrostatico de um
ponto definido pelas coordenadas x, y e z é obtido em termos da energia
do potencial eletrostatico entre uma carga imaginaria (+1) e a molécula em
questdo. Caso a carga seja atraida pela molécula, o potencial é negativo, se a
carga for repelida pela molécula, o potencial é positivo. Os MPEs fornecem
informac¢des importantes para a predi¢do de reatividade quimica, e também
podem ser usados para demonstrar similaridades entre pontos estaciondarios
e inibidores.

Entre os inibidores conhecidos de glicosideo hidrolase estaio o PUGNAc¢
(Figura 3.9), NAG-tiazolina e GlcNAcstatin, sendo que este altimo é o mais
potente’’. No exemplo tratado aqui, usamos as estruturas do RS, ET1, ET2 e
PS obtidas através da SEP e do PMF para calcular o MEP. Em seguida com-
paramos o MEP dos pontos estacionarios com o MEP dos inibidores citados
acima. Os resultados foram encorajadores, pois a distribuicdo de carga do
inibidor mais potente é semelhante a do TS1 (Figura 3.8), o que estd de
acordo com dados experimentais e com a ideia de Pauling, comentada no
inicio do capitulo, de que os inibidores AET seriam mais efetivos. Na Figura
3.9 queremos ilustrar a importancia da constru¢do da SEP e PMF para
determinagdao dos pontos estacionarios (R, ET e P) e, consequentemente,
para o entendimento de reacoes enzimaticas. Além disso, queremos ilustrar
a possibilidade de desenhar moléculas semelhantes ao ET. Mais informacdes
sobre 0 exemplo mostrado aqui podem ser obtidas a partir da referéncia®.
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Figura 3.10 PMF-2D do mecanismo enzimdtico.

3.3.2 Desenho racional de catalisadores biologicos

O estudo de reacdes quimicas e a sintese de moléculas complexas com-
preendem um campo de estudo e pesquisa ainda a ser explorado, uma vez
que a propria natureza possui habilidade de produzir estruturas molecu-
lares complexas envolvidas nos importantes processos da vida como, por
exemplo, no reconhecimento molecular e na catdlise enzimatica. Apesar de a
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catalise quimica ser uma area bastante explorada, a habilidade ilimitada de
selecionar ou produzir catalisadores especificos para qualquer transforma-
¢ao quimica desejada, a partir de qualquer reagente quimico, ainda nio foi
concretizada. Assim, o desenho racional de catalisadores especificos ainda
¢ um arduo problema tanto para os quimicos sintéticos como para os bio-
quimicos. Dessa forma, uma alternativa bem-sucedida para esse problema
faz uso da diversidade do sistema imune para produzir uma nova classe de
enzimas: os anticorpos cataliticos®.

Anticorpos cataliticos sdo proteinas, pertencentes a classe das globuli-
nas, produzidas pelo sistema imune para reconhecer substincias estranhas,
chamadas de antigenos, e iniciar o processo de neutralizacdo ou destrui¢do
de tais agentes estranhos. A habilidade em selecionar um dentre 10! possi-
veis anticorpos que se ligam virtualmente a qualquer molécula-alvo torna o
sistema imune uma fonte atrativa de catalisadores especificos. O principio
basico para a geracdo de anticorpos cataliticos foi primeiramente proposto
por Jencks® e construido no preceito de Pauling®, em que as enzimas seriam
moléculas complementares ao complexo ativado da reagdo na qual atuam
como catalizadores, sendo que a atrag¢dao da enzima pelo complexo ativado
levaria a uma diminui¢ao de energia’. Dessa forma, as enzimas podem ser
comparadas aos anticorpos, que sio estruturas complementares aos antige-
nos. As enzimas possuem seu poder de catdlise especificado a partir de seu
processo de evolugdo, entdo, ao se produzir um anticorpo catalitico, uma
atividade secundaria é adquirida pela enzima em questdo. Enzimas catalisam
reagdes por estabilizarem preferencialmente estados de transi¢ao, proporcio-
nando diminui¢ao da energia livre de ativa¢ao ao longo da coordenada de
reagao. Anticorpos sdo extremamente eficientes quanto a capacidade de liga-
¢ao, podendo exceder a de enzimas, mas o fazem ao estado fundamental®.

Nesta se¢do serao apresentados resultados de uma pesquisa desenvolvida
por Marti e colaboradores” sobre a proposta de desenho racional de anti-
corpos cataliticos a partir do uso de métodos hibridos MQ/MM e PMFE

3.3.2.1 Alvo estudado

Como ponto de partida para o estudo de uma reacdo no meio enzimadtico,
utiliza-se uma estrutura cristalografica da proteina que contenha uma molé-
cula que seja estdvel e analoga ao estado de transi¢ao (ET); entretanto, essa
molécula ndo corresponde ao substrato real de que a proteina necessita para
realizar a catdlise. Nesse ponto, dois inconvenientes surgem: em primeiro
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lugar, as interagoes encontradas entre a molécula andloga e os residuos que
compdem o sitio catalitico da proteina ndo correspondem exatamente as que
sdo encontradas para o ET e, em segundo lugar, as técnicas experimentais
de cristalografias ndo refletem a flexibilidade do sistema. Essas limitagoes
levam apenas a uma parcial compreensiao do completo mecanismo molecular
da reag¢do quimica catalisada pela proteina’!’?; o qual necessita de técnicas
adicionais para sua completa elucida¢do. Nesse ponto, os métodos de mode-
lagem molecular tornam-se cruciais nio s6 para a elucidacdo dessa reacgio,
bem como, para a proposi¢do de mudancgas estruturais (ou mutacdes) que
favorecam ou nao o caminho reacional.

No estudo realizado por Marti e colaboradores’” um protocolo tedrico
¢ apresentado com o objetivo de avaliar a eficiéncia de um anticorpo cata-
litico, denominado 1F7, que catalisa a corismato a prefenato por um rear-
ranjo (Figura 3.11). As informacdes obtidas pelos métodos computacionais
aplicados permitiram a proposta de mutacdo de um residuo que componha
o sitio catalitico da proteina, sendo que essa muta¢do levou a uma diminui-
¢do da energia de ativagdo do sistema em relagdo ao estado original (ndo
mutado), favorecendo aumento da constante de velocidade da reacio em um
grau de magnitude (103)7°.
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Figura 3.11 Mecanismo molecular do corismato a prefenato por rearranjo.
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3.3.2.2 Métodos

Como relatado pelos autores do estudo, a estrutura cristalografica con-
tendo as coordenadas tridimensionais do sistema de interesse foi obtida do
banco de dados de proteina (Protein Data Bank) com o cdédigo de acesso
1FIG”™ (Figura 3.12). A mutacio no sistema 1F7 foi induzida manualmente,
e o residuo Asn na posi¢ao 33 foi mutado para o residuo Ser (Figura 3.13).
Para simular a reacdo ocorrida no meio aquoso, todos os sistemas (proteina
e substrato) foram imersos em uma caixa cubica composta por moléculas
de dgua. O substrato foi descrito utilizando o método de mecanica quantica
AM1", enquanto a proteina e as moléculas foram descritas com os métodos
de mecanica classica, formados pelos campos de forcas OPLS-AA e TIP3P. As
simulag¢des foram realizadas utilizando o pacote computacional fDynamo®’.

Figura 3.12 Representagdo da estrutura 3D do 1F7.

Os sistemas foram equilibrados a 300 K usando o ensemble canonico”
(NVT), em que N (nimero de atomos), V (volume) e T (temperatura) foram
mantidos constantes ao longo do processo. O potencial de forca média
(PFM) foi obtido a partir da combinag¢ao antissimétrica de duas coordenadas
de reacdo previamente determinadas pelos autores. O potencial parabélico

Um ensemble estatistico é um conjunto de vdrios sistemas que, apesar de suas condi¢des ini-
ciais diferentes, sio idénticos a um sistema estatisticamente considerado. Em fisica estatistica,
ensemble candnico é um ensemble estatistico que modeliza um sistema fisico em contato com
um reservatorio térmico de temperatura fixa, supondo que o volume e o nimero de particulas do
sistema também sdo fixos. O ensemble canonico descreve tipicamente um sistema em contato com
um reservatdrio térmico através de uma parede diatérmica, fixa e impermedvel, mas sua aplicacdo
transcende os limites da fisica.
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Figura 3.13 Principais inferacdes induzidas pela mutagdo Asn33Ser.

que restringe as coordenadas de reag¢do ao longo do processo reacional foi
mantido com uma constante de 2.500 KJ/mol.A, durante uma série de 70
simulacoes. Cada uma dessas simulagoes consiste de 5 ps de um estagio de
equilibrio e 10 ps de um estdgio de producio, sendo que apenas neste ultimo
os valores de coordenadas sido considerados para o calculo do PFM. Por fim,
o método WHAM? foi utilizado para obter a funcdo de probabilidade total
das coordenadas de reacio.

3.3.2.3 Resultados e discussao

A energia envolvida na catdlise realizada pelo anticorpo catalitico 1F7
pode ser comparada com a eficiéncia catalitica das enzimas corismato mutase
(CM), que sdo enzimas-chave na rota biossintética do chiquimato para a
producdo de aminodcidos aromdticos em bactérias, fungos e plantas’-7¢. As
CM de diferentes organismos, como Bacillus subtilis (BsCM)”” ou E. coli
(EcCM)73, exibem similares propriedades cinéticas, uma vez que mantém um
grau de similaridade em sua sequéncia de aminodcidos. O 1F7 possui uma
modesta atividade em relagio a CM determinada experimentalmente”®8°,

Dentre os residuos importantes para a manutenc¢ao da atividade CM do
1F7 destacam-se os residuos Asn33, Asn35 e Asn50 (Figura 3.11), que fazem
parte da regido catalitica desse anticorpo e, portanto, interagem diretamente
no reconhecimento do substrato utilizado na catalise. Assim, Marti e cola-
boradores propuseram a mutagdo do residuo Asn33 para Ser33, bem como
analisaram qual a influéncia desta para a catalise realizada pelo 1F7.
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Dentre os resultados mais relevantes, a muta¢ao induziu uma reducio da
energia de ativacao do processo em relagao ao estado ndo mutado do 1F7. A
energia obtida a partir do estado mutado desse anticorpo pode ser compa-
rada de forma mais proxima aos resultados tedricos e experimentais encon-
trados para as enzimas (BsCM)”” ou E. coli (EcCM)’® (Tabela 3.1). Sendo
assim, a eficiéncia catalitica do 1F7 foi melhorada quando o residuo Asn33
foi mutado para Ser33. Ainda de acordo com os pesquisadores, a mutagao
induzida nesse estudo facilitou a acomodacio do substrato no sitio catali-
tico do 1F7; dessa forma, também contribuiu para o seu reconhecimento e
diminui¢do da energia envolvida no processo.

Tabela 3.1 Valores tedricos e experimentais de energia livre®

BSCM ECCM 1F7 1F7 (ASN33SER)
AG;, 20,6 20,9 27,5 23,0
AG, 15,4 17,2 21,6 -

Com o intuito de validar o método tedrico aplicado, os autores do estudo
verificaram a eficacia do método aplicado comparando os resultados teéricos
e experimentais, como pode ser observado na Tabela 3.1. A principio foram
determinados os valores energéticos experimentais para as duas enzimas
com atividade CM””78 e o0 anticorpo 1F7, também com atividade CM”%#°, Os
resultados tedricos encontrados estio em concordancia com os resultados
experimentais previamente determinados. Assim, o efeito da mutacdo suge-
rida no estudo em questdo inferiu em uma diminui¢dao da energia, portanto,
0 mesmo comportamento energético deve ser esperado experimentalmente.
No entanto, é necessario que as mutacdes propostas por métodos compu-
tacionais sejam realizadas experimentalmente com o intuito de melhorar a
atividade do anticorpo catalitico 1F7.

3.4 CONCLUSOES

A diminui¢do da energia de ativacdo envolvida no processo de catalise
pode implicar em um aumento na constante de velocidade na ordem de 103,
o que representa uma melhora na eficiéncia catalitica do anticorpo 1F7 com
atividade CM. A partir do estudo realizado utilizando métodos computacio-
nais juntamente com estratégias experimentais, abrem-se novas e eficientes
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perspectivas para a produ¢do de novos anticorpos cataliticos, bem como
de enzimas com uma atividade secunddria. Dessa forma, estes podem ser
aproveitados nos campos farmacéutico e industrial, nos quais novas bio-
transformagdes podem ser propostas sob um ponto de vista biotecnolégico.
Além disso, 0 mesmo procedimento pode ser aplicado para outros sistemas
que possuam 0 mesmo interesse biologico.

3.5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em principio, o entendimento detalhado de um determinado mecanismo
enzimatico pode contribuir para o desenho de potentes inibidores ou anti-
corpos cataliticos. Entretanto, até o momento os métodos apresentados aqui
ainda nio apresentam grande impacto nestas dreas, o que se deve princi-
palmente ao elevado custo computacional que o emprego desses métodos
ainda exige. No entanto, com o desenvolvimento de supercomputadores,
esses métodos podem se tornar cada vez mais rotineiros para tais propositos.

Deve-se enfatizar também que o desenho computacional de enzimas com
base na ET ainda é um desafio muito grande, pois a sequéncia primaria de
uma determinada proteina pode assumir na pratica inimeras conformagdes.
Por outro lado, muitos avangos ja foram alcancados na area, entre os quais
se pode destacar o desenho com éxito de sitios ativos enzimaticos para rea-
¢oes de Diels-Alder®! e de eliminacdo de Kemp?®2. Em principio, pode-se usar
o protocolo descrito pelos autores do Rosetta®’ para desenho de novo de
enzimas para qualquer reacdo quimica de interesse. Este protocolo consiste
nas seguintes etapas: (1) escolher o mecanismo catalitico e determinacdo de
um modelo de reag¢do para o sitio ativo; (2) identificar regides entre um con-
junto de proteinas nas quais esta rea¢ao pode ser realizada; (3) determinar e
otimizar residuos vizinhos capazes de estabilizar o ET e os residuos cataliti-
cos; e (4) avaliar e classificar as sequéncias analisadas. Apds a determinagado
por técnicas computacionais, as enzimas desenhadas podem ser produzidas
e testadas experimentalmente.

Dessa forma, o desenho racional de sistemas bioldgicos estaveis, como as
enzimas, os inibidores e os anticorpos, com novas atividades cataliticas, é
de grande interesse pratico e possui potenciais aplicagdes em biotecnologia,
biomedicina e processos industriais, e ndo somente vistos de uma perspec-
tiva tedrica. Finalmente, na Tabela 3.2 sio mostradas algumas aplicacoes de
métodos de simulagdo computacional em sistemas de interesses bioldgicos.
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Tabela 3.2 AplicacGes computacionais de sistemas bioldgicos

BIOMOLECULA ~ PROCESSO ESTUDADO NIVEL MQ NIVEL MM REF.
L. . » AMI CHARMM
Vdrias Mecanismo catalitico DFT AMBER 84
Acetilcolinasterase Mecanismo de inibicdo DFT AMBER 85
T AMI
Protease de HIV-1 Interacdo de inibidores DFT OPLS 86
Lipase Estudo de mutacdes AM1 UFF 87
1 ) » AMI
Dihidrooratato Mecanismo catalitico DET 0PLS 67
D-Glucarato Desidratase  Reconhecimento de substrato DFT AMBER 88
Nealino Fosfotase ES‘““L”““ fo estodo AT CHARMI 89
e fransicao
Amido Hidrolase Mecanismo de inibicdo DFTB CHARMM 90
Gliceraldeido-3-Fosfato . " AMI
Dehidrogenase Mecanismo catalitico DFT OPLSA 66

Butirilcolinasterase Estudo de mutagdes DFT AMBER 91
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