UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Sonia Filipa Gomes dos Santos

ESTUDOS DE DINAMICA MOLECULAR EM
ENDONUCLEASES DE RESTRICAO DO TIPO 2
DE RARO CORTE

Dissertacao do Mestrado em Bioquimica orientada pela Doutora Alexandra Pires
Carvalho e apresentada ao Departamento de Ciéncias da Vida na Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra

Setembro de 2019






FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Estudos de dinamica molecular em endonucleases de
restrigdo do tipo 2 de raro corte

ESTUDO DA ENZIMA SgrAl

Dissertacao do Mestrado em Bioquimica
orientada pela Doutora Alexandra Pires
Carvalho e apresentada ao Departamento
de Ciéncias da Vida na Faculdade de
Ciencias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra

Sonia Filipa Gomes dos Santos

2019






Estudos da dindmica molecular em endonucleases de restricéo do tipo 2 de raro corte

“It is always seems impossible until it is done”
Nelson Mandela






Estudos da dindmica molecular em endonucleases de restricéo do tipo 2 de raro corte

Quando me propus ao Mestrado em Bioquimica, e em concreto ao salto para fora
da zona de conforto que representa a area da quimica computacional, logo se previa uma
longa viagem, que incluia inUmeros desafios e incertezas, mas também muitas alegrias,
superacao e desafio. Este trabalho retine contributos de vérias pessoas, indispensaveis
durante cada momento da caminhada.

Trilhar este caminho s6 foi possivel com o apoio, energia e forca de varias
pessoas, a quem dedico especialmente este projeto.

Em primeiro lugar, & minha orientadora, Doutora Alexandra Carvalho, que sempre
acreditou em mim, agradeco a orientacdo exemplar, pela visao critica e oportuna. O seu
empenho foi determinante a cada passo deste trabalho. Muito Obrigado!

A Beatriz, ao Pedro, ao Daniel e & Ana, agradeco o apoio, a motivacéo e a
paciéncia. Ajudaram a tornar este trabalho uma agradavel experiéncia de aprendizagem.
Estou grata pela vossa ajuda, especialmente a ti Pedro pelas imagens fantasticas (you
rock!).

Agradeco a Professora Paula Verissimo, que ao saber da minha disponibilidade
limitada me encorajou a seguir em frente e a lutar, ainda que o esforgo fosse maior.

Agradeco aos meus pais, aos meus amigos e colegas de trabalho. Sem vocés,
sem 0 apoio caracteristico e os desafios que me propuseram este trabalho nédo teria o
mesmo sabor.

Agradeco a todos 0s meus amigos, que sempre acreditaram em mim, aos coaches
do Crossfit Mondego que lidavam com as minhas neuras apds muitas horas de trabalho
e ajudavam a manter o meu equilibrio.

Ao meu irmdo Alexandre, que é sempre a minha claque e aquele a que jamais
tenciono desiludir, por ti fago sempre mais.

A minha querida Tania que sempre me orienta quando me sinto perdida.

A minha amora, Ritinha que est4 sempre presente.

A Professora e amiga Fernanda Ferreira que sempre acreditou.

E por dltimo ao meu namorado, Bruno Casimiro, que deu uma volta completa na
minha vida, no entanto nessa volta manteve sempre o meu mundo seguro. Sou grata pelo
amor, partilha, companheirismo e apoio incondicional, agradeco a enorme compreensao,

generosidade e alegria constante, contribuindo para chegar ao fim deste percurso.






Estudos da dindmica molecular em endonucleases de restricéo do tipo 2 de raro corte

1. Resumo

A enzima SgrAl pertence as endonucleases de restricdo do tipo IIF. E descrita
como altamente especifica devido ndo sé a sua sequéncia de reconhecimento de 8 pares
de bases, bem como tendo modulagéo alostérica. Porém, a reacao de catalise da SgrAl
ainda se encontra muito pouco caracterizada e, apesar de se esperar que esta ocorra da
mesma forma que as enzimas que usam o mesmo cofator, dois ides de Mg?*, ainda ndo
h& evidéncias publicadas.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho passa por caracterizar em detalhe as
ligacdes entre o complexo enzima/ADN e a especificidade das mesmas através de
métodos baseados em dinAmica molecular classica e métodos de QM/MM.

Para este estudo foram utilizados quatro modelos da enzima SgrAl, mais
concretamente a forma de dimero, dimero com uma mutagdo num dos pares de bases,
em forma de tetramero com ides de Ca?* e na forma de tetramero com ides de Mg?*. Tanto
para os modelos diméricos como para o modelo tetramétrico com ides de Ca?" apenas
foram realizadas simulac¢des de dindAmica molecular para a estrutura inicial. Para o modelo
tetramérico com ides de Mg?*, descrito como sendo a forma mais eficiente da SgrAl, o
estudo prosseguiu utilizando métodos QM/MM, com o residuo Lys em diferentes estados
de protonacgdo, para caraterizar o mecanismo catalitico da enzima. Em todas as hipoteses
testadas a posicao do segundo ido magnésio revelou-se probleméatica e as barreiras de
energia livre associadas foram sempre demasiado elevadas para sistemas biol6gicos.
Este facto leva-nos a propor que 0 mecanismo para esta enzima podera ter variagdes em

relagcdo ao mecanismo dos dois ides metalicos.

Palavras-chave: SgrAl, endonucleases tipo IIF, catalise, Dindmica Molecular, QM/MM
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2. Abstract

The SgrAl enzyme belongs to the type IIF restriction endonucleases. It is described as
being highly specific due not only to its 8 base pair recognition sequence as well as having
allosteric modulation. However, the catalysis reaction of SgrAl is still poorly characterized
and although it is expected to occur in the same way as the enzymes that use the same
cofactor, two Mg?* ions, there is still no published evidence.

Thus, the purpose of the present work is to characterize in detail the interactions
between the enzyme/ADN complex and the specificity of the same through Classical
molecular dynamics and QM/MM methods.

In order to attain that objective four models were used, namely SgrAl in the form of dimer,
dimer with a mutation in one of the bases, in the form of tetramer with Ca?* ions and in the
form of tetramer with Mg?*ions. The initial structures for the dimeric models and the
tetrameric model with the Ca?* ions were subjected to MD simulations. The tetrameric
model with Mg?* ions, which is described as the most efficient form of SgrAl, was also
studied using QM/MM methods with Lys in different protonation states. In all tested
hypothesis, the position of the second metal ion was problematic and the associated free
energy barriers were too high for a biological reaction. This led us to propose that, for this
specific case, there could be deviations to the archetypal two-metal ions catalysis

mechanism.

Key words: SgrAl, type IIF endonucleases, catalysis, Molecular Dynamics, QM / MM.
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7. Lista de Abreviaturas

A lista que se segue contém todas as abreviaturas usadas ao longo deste
relatério. Unidades e simbolos do sistema métrico que seguem o Sistema Internacional
de Unidades bem como os cédigos para aminoacidos e bases de ADN definidos pela
IUPAC nado serdo incluidos nesta lista, uma vez que publicacbes de autoridade
reconhecida sobre este topico podem ser consultados. Para distinguir o ADN do ARN a
letra D foi colocada antes da respetiva base.

ADN Acido desoxirribonucleico

AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement

ATP Trifosfato de adenosina

DFT Teoria funcional de densidade

DM Dinamica molecular

GAFF General AMBER Force Field (Campo forcas geral do software
AMBER)

HWMS Espécies de alto peso molecular

MM Mecéanica molecular

PDB Banco de dados de proteinas

PMEMD Particle Mesh Ewald Molecular Dynamics

QM Mecanica Quéantica
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RMSD Root-mean-square deviation of atomic positions (Desvio médio
quadratico da distancia média entre os 4&tomos)

SANDER Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints

VMD Visualizacao de dinAmica molecular
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8. Objetivo

O objetivo deste trabalho é caracterizar detalhadamente o complexo endonuclease de
restricdo SgrAl com o ADN, nomeadamente as interagdes a nivel molecular essenciais
para que ocorra a reacao de corte especifica, recorrendo a métodos de dindmica

molecular e célculos de mecéanica quantica/mecéanica molecular.
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9. Introducao

9.1. Endonucleases de restricao

As endonucleases de restricdo sdo enzimas capazes de se ligar ao ADN e
reconhecer uma sequéncia palindrémica de nucleétidos (sequéncia de reconhecimento
ou cognata). A sua principal funcao biologica é a protecdo do ADN do hospedeiro face ao
ADN exdgeno, em particular o ADN de um bacteriéfago (Pingoud & Jeltsch, 2001).

Por definicdo estas enzimas fazem parte de um sistema de restricdo-modificacéo
(RM), que inclui uma endonuclease e uma metiltransferase. O seu substrato é o ADN
exégeno que em resposta ao seu reconhecimento pela sequéncia especifica é clivado
nesse local. No entanto, o ADN do hospedeiro esta protegido do ataque da endonuclease
uma vez que que este se encontra metilado na sequéncia de reconhecimento (Smith &
Nathans, 1973).

As endonucleases de restrigdo dividem-se em quatro tipos: tipos I, II, Ill e IV. Todos
os tipos destas enzimas reconhecem sequéncias de ADN e realizam a clivagem do ADN,
originando fragmentos especificos de cadeia dupla com grupos fosfatos nos terminais 5’.
Os tipos de enzimas diferem na sequéncia de reconhecimento, composicdo da
subunidade, posicéo de clivagem e tipo de cofator.

Assim, as enzimas do tipo | clivam em locais remotos do local de reconhecimento,
sdo dependentes de ATP e de S-adenosil-L-metionina e sdo enzimas multifuncionais com
atividades de restricdo e de metilase. As enzimas do tipo Il clivam no local de
reconhecimento ou a curtas distancias especificas; a maioria requer magnésio (Mg?*) e a
sua Unica funcé@o € a de restricdo independentes da metilase (Bickle & Kruger, 1993).
Sistemas RM (Restricdo-Modificagéo) do tipo Ill consistem em duas subunidades (Mod e
Res), que formam uma holoenzima funcional, com atividade de restricdo e modificagao.
Esta classe enzimética reconhece sequéncias especificas assimétricas e corta o ADN a
uma distancia fixa destas regifes de 25-37bp relativamente a um dos lados do local de
reconhecimento. (Dryden, Murray, & Rao, 2001). Por fim, as enzimas do tipo IV tém como
alvo o ADN metilado (Bickle & Kruger, 1993).



As endonucleases de restricdo do tipo Il (figura 1) caracterizam-se pelo
reconhecimento de uma curta sequéncia hormalmente de 4-8pb, na presenca do cofator
Mg?*, clivando o ADN na sequéncia de reconhecimento ou muito perto dela. De acordo
com as caracteristicas particulares de cada uma, estas enzimas subdividem-se em
diferentes subtipos. No geral, todas possuem em comum a estrutura do core, possuindo
quatro cadeias B e uma hélice a (Aggarwal, 1995; J.M., 2004; Niv et al., 2007; Venclovas,
Timinskas, & Siksnys, 1994)

Tal como outras proteinas, estas enzimas sdo capazes de se ligar a locais ndo
especificos de ADN, o que é essencial para o reconhecimento eficiente do sitio alvo.
Nestas ligacdes (ndo especificas) nao ocorre interacdo com as bases, mas apenas com
o backbone do ADN. J4 as ligacOes especificas caracterizam-se pela interacédo direta com
as bases e indireta com o backbone do ADN (Dunten et al., 2008).

Dentro dos subtipos das enzimas de restricdo do tipo Il encontra-se o tipo IIF. As
endonucleases do tipo IIF sdo caracterizadas por interagirem com duas cépias da sua
sequéncia de reconhecimento, clivando ambas numa reac¢édo concertada (Halford et al.,
1999)

Pvull

Figura 1 Representagdo das estruturas de diferentes tipos de endonucleases
pertencentes ao tipo Il das endonucleases de restricdo. Adaptado de Pingoud, A.,
Fuxreiter, M., Pingoud, V., & Wende, W. (2005). Type Il restriction endonucleases:
structure and mechanism. Cell Mol Life Sci, 62(6), 685-707. doi:10.1007/s00018-004-
4513-1.

9.2. SgrAl
SgrAl é uma endonucleases de restricao do tipo IIF que, corta uma sequéncia de
reconhecimento invulgarmente longa (8 bp). Esta endonuclease € derivada do organismo

Streptomyces griseus, fazendo parte do seu sistema imunitario contra bacteriéfagos (Park
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et al., 2018) Para além disso esta enzima exibe auto modulacdo alostérica da atividade
de clivagem do ADN e especificidade de reconhecimento da sequéncia (Hingorani-Varma
& Bitinaite, 2003; Park, Joshi, et al., 2010). A SgrAl € uma endonuclease que cliva a
sequéncia cognata, CR|CCGGYG (onde | representa o local de restricdo). A sequéncia
central (CCGG) é reconhecida por estabelecimento de interaces diretas com as bases,
tal como na enzima NgoMIV (Deibert, Grazulis, Sasnauskas, Siksnys, & Huber, 2000). O
par de bases degenerado (CR|CCGGYG) é reconhecido indiretamente por interacdes
com os grupos fosfato do ADN, enquanto que as bases mais exteriores (CR|CCGGYG)
sdo reconhecidas por um contato Unico de um residuo arginina (Park, Joshi, et al., 2010).

Esta enzima apresenta propriedades bioquimicas pouco usuais, nomeadamente,
uma clivagem mais rapida quando os plasmideos possuem dois locais de restricdo em
vez de um, podendo ainda clivar locais secundarios CR|[CCGGY(A,C,T) e CR|CCGGGG,
apos clivar o local cognato (Park, Joshi, et al., 2010). Na auséncia de ADN, a SgrAl existe
sob forma de dimero. Apés ligacdo da enzima ao ADN, e sob um conjunto especifico de
condi¢bes, a enzima pode formar espécies maiores que dimeros ou tetrameros. Para que
estas HWMS se formem a concentragéo de SgrAl e do local primario (clivado ou n&o) tem
que ser suficiente. Quando o ADN contém apenas o local secundario, ndo ha formacéao
de HWMS, no entanto, apds a ligagdo a um local secundéario podem-se formar HWMS na
presenca de um local priméario (Park, Stiteler, et al., 2010).

Quando séao adicionados locais primarios de pré-clivados, verifica-se um aumento
da taxa de clivagem do ADN pela SgrAl, o que sugere capacidade de modulacdo
alostérica. A adicdo de ADN pré-clivado aumenta a velocidade de catélise, uma vez que
induz a enzima a adotar conformacfes mais eficientes, tetrAmeros e HWMS (Park,
Stiteler, et al., 2010). A incomum atividade de clivagem do ADN da SgrAl pode ser uma
consequéncia evolutiva do grande genoma do S. griseus, do qual é derivado. (Dunten et
al., 2008; Park, Stiteler, et al., 2010; Tautz et al., 1990).

As endonucleases de restricdo sdo coexpressas com uma metiltransferase com a
mesma especificidade de sequéncia, que protege o genoma do hospedeiro da atividade
de clivagem da endonuclease. Assim, a metiltransferase deve metilar todas as sequéncias
de reconhecimento SgrAl dentro do genoma antes de ocorrer a clivagem pela
endonuclease, e este requisito pode ser dificil devido ao grande tamanho do genoma (8
milhdes de pb). Consequentemente, a sequéncia relativamente longa reconhecida pela
SgrAl de 8pb ao invés dos 4-6 pb usuais pode ter evoluido devido a presséo seletiva, uma
vez que uma sequéncia mais longa reduz grandemente o niumero de locais que tém que

ser metilados no ADN do hospedeiro. Além disso, a inerente baixa atividade da SgrAl na



auséncia de ADN clivado no local priméario também reduz a pressao seletiva no ADN do
hospedeiro, bem como da metiltransferase (Bitinaite & Schildkraut, 2002; Park, Joshi, et
al., 2010; Woodbury, Downey, & von Hippel, 1980). No entanto, uma sequéncia de
reconhecimento tdo longa também ir4 ocorrer muito menos frequentemente no ADN do
fago e, portanto, colocara pressao seletiva na enzima para uma maior atividade de modo
a proteger convenientemente o hospedeiro da infecdo do fago. Uma das formas pela qual
a atividade da enzima é aumentada € através da estimulacdo da sua atividade de
clivagem no local secundario que induzir4 mais clivagens no ADN do fago do que nos
primarios por si s6 e, portanto, poderia proteger melhor o hospedeiro. Estes locais
secundarios do hospedeiro sdo normalmente protegidos da atividade de clivagem da
SgrAl , uma vez que sao necessarios locais primarios clivados para induzir a clivagem
dos secundarios e os primarios sao protegidos por metilagdo do hospedeiro (Bitinaite &
Schildkraut, 2002; Park, Joshi, et al., 2010; Woodbury et al., 1980). No entanto, a ativacdo
da SgrAl pelo fago invasor pode resultar da clivagem do ADN do hospedeiro, para além
do ADN do fago, nos locais secundarios. Por conseguinte, a formacéo de agregados, ou
oligbmeros, de dimeros ligados aos ADN pode ter um papel importante na fixacdo da
SgrAl ativado no ADN do fago e longe do ADN gendémico do hospedeiro protegendo-o.

Um mecanismo gue envolve trocas de dominios é proposto de forma a explicar as
propriedades alostéricas pouco usuais da SgrAl. Os tetrdmeros que trocam de dominios
guando ligados a ADN vao associar-se em oligébmeros de ordem elevada. A troca de
dominio implica a troca de dominios idénticos entre duas coOpias da mesma cadeia
polipeptidica, resultando dai a formac&o de um péptido mais denso (Park, Joshi, et al.,
2010; Park, Stiteler, et al., 2010).

9.3. Quimica computacional: aplicacao de métodos de mecanica

molecular e mecanica quantica

A investigacgao cientifica tem sido enriquecida pelo crescente desenvolvimento de
métodos computacionais, facto reconhecido pela atribuicdo do Nobel da quimica em
2013, distinguindo o desenvolvimento de modelos de multi-escala para sistemas quimicos
complexos (NobelPrize.org, 2013).

A crescente importancia desta area tem vindo a ser suportada nao s6 pelo

desenvolvimento de computadores mais potentes e financeiramente acessiveis com
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maior poder processamento computacional, bem como pelo aperfeicoamento das
ferramentas que permitem descrever os sistemas.

Os métodos utilizados na simulacao de sistemas dividem-se em duas classes: 0s
métodos empiricos (representados pela MM e baseado na Mecéanica Classica) e os
métodos quanticos (representado pelos métodos baseados na funcdo de onda - semi-

empiricos e ab initio e DFT) (figura 2).

/ Modelagem Molecular \
Mecanica Classica /\‘ Mecanica Quantica

- N

Mecanica Molecular Teoria Funcional de Métodos baseados na
l Densidade funco de onda

Dindmica Molecular — Métodos semi-empiricos

\ Métodos ab initio j

Figura 2 Representacdo esquematica dos métodos utilizados em quimica

computacional

Os métodos hibridos ou de QM/MM séo utilizados quando é necessario estudar
reacOes, pois 0 sistema descrito pela mecéanica molecular ndo permite a quebra e
formacéo de ligacoes.

Neste caso, usufruimos da rapidez da mecénica molecular e da precisdo da

mecéanica quantica (Vreven, Morokuma, Farkas, Schlegel, & Frisch, 2003).

9.3.1. Mecanica Molecular (MM)

MM refere-se ao uso da mecénica classica para modelacdo de sistemas
moleculares. Nestes métodos a superficie de energia potencial da nossa molécula é
aproximada recorrendo a modelos classicos em que a molécula é tratada como um
conjunto de esferas ligadas entre si por molas.

Este método permite calcular a energia de sistemas moleculares de uma forma

relativamente rapida e simples. No entanto, existem parametros a serem previamente



definidos, a saber: i) graus de liberdade atdbmica ou molecular explicitos no sistema, ii)
campos de forca que descrevem de forma mais consistente a energia do sistema em
funcdo dos graus de liberdade escolhidos, iii) amostragem dos graus de liberdade e iv)

modelacéo de fronteiras do sistema e de forcas externas (van Gunsteren et al., 2006) .
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Figura 3 Representacdo dos parametros necessarios para representacao dos modelos
moleculares. llustragdo adaptada de van Gunsteren, W. F., Bakowies, D., Baron,
R., Chandrasekhar, I., Christen, M., Daura, X., . .. Yu, H. B. (2006). Biomolecular
Modeling: Goals, Problems, Perspectives. AngewanT e Chemie International
Edition, 45(25), 4064-4092. doi:10.1002/anie.200502655.

Como referido acima, o modelo MM (figura 3) considera as moléculas como uma
colecdo de atomos ligados entre si por for¢cas elasticas ou harménicas. Estas forcas sao
definidas por um conjunto de equacdes potenciais e pelos parametros que as integram,
estando representadas numa Unica funcao de energia potencial (equacdo 1) e cujos
componentes se caracterizam pelas diferentes variaveis, de natureza intra e
intermolecular (Gonzalez, 2011). O alongamento da ligacao entre dois atomos, o angulo
da ligacao, as tor¢des dos angulos improprios ou diedros sdo parametros descritos nas

interacdes covalentes. J4, nas interacdes nao covalentes os termos da funcao definem as
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interacbes de van der Waals, recorrendo ao potencial de Lennard-Jonnes, e a interacdes

eletrostaticas pela lei de Coulomb (Durrant & McCammon, 2011).

Equacdo 1 Equacao representativa da energia potencial adaptada de Durrant, J. D., &
McCammon, J. A. (2011). Molecular dynamics simulations and drug discovery.
BMC Biol, 9, 71. do0i:10.1186/1741-7007-9-71.
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O primeiro componente da fungédo de energia potencial corresponde a variagao de
energia causada pela deformacgéo da ligagéo entre dois atomos (equacéo 2). Esta funcéo
harmonica simples controla o comprimento de ligacdes covalentes. Da analise deste
termo verifica-se que quanto maior for a diferenga entre a distancia de equilibrio e a

distancia num determinado momento maior sera a energia (Antunes, 2016).

Equacédo 2 Termo que corresponde a variagdo de energia causada pela deformacgéo da
ligacdo entre dois atomos. Representacdo adaptada de Durrant, J. D., &
McCammon, J. A. (2011). Molecular dynamics simulations and drug discovery.
BMC Biol, 9, 71. doi:10.1186/1741-7007-9-71.
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O segundo componente das relacdes intramoleculares corresponde aos angulos
de flexdo entre atomos, considerando o angulo instantaneo entre os a&tomos e o angulo

de equilibrio (equacéao 3).

Equacédo 3 Parcela da equagéo representativa dos angulos de flexdo entre atomos.
Representacdo adaptada de Durrant, J. D., & McCammon, J. A. (2011). Molecular
dynamics simulations and drug discovery. BMC Biol, 9, 71. doi:10.1186/1741-
7007-9-71.

D Ko(0—0eq)? 06

angulos

Para descrever quatro atomos em sequéncia devemos incluir um termo para a
torcdo/ angulos diedros (equacgdo 4). Este desempenha um papel importante na

determinacédo da estrutura da macromolécula e da sua estabilidade.

Equacédo 4 Parcela da equacgdo representativa dos angulos diedros. Representagéo
adaptada de Durrant, J. D., & McCammon, J. A. (2011). Molecular dynamics
simulations and drug discovery. BMC Biol, 9, 71. d0i:10.1186/1741-7007-9-71.
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As interacfes intermoleculares sdo muito importantes uma vez que ocorrem entre
componentes do sistema, nomeadamente interacbes com as moléculas do ambiente
envolvente. Os primeiros termos das interacBes intermoleculares correspondem ao
potencial de Lennard- Jones (LJ), onde se mostra a energia potencial em funcdo da
distancia entre o centro de massa de duas particulas (balanco entre as forcas de atracdo
e de repulsao); o ultimo termo das interacdes intermoleculares corresponde as interacdes

electroestaticas descritas pela lei de Coulomb (equacéo 5).
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Equacdo 5 Parcela da equacdo representativa das interacBes intermoleculares
correspondentes as interacdes electroestéticas descritas pela lei de Coulomb.
Representacdo adaptada de Durrant, J. D., & McCammon, J. A. (2011). Molecular
dynamics simulations and drug discovery. BMC Biol, 9, 71. doi:10.1186/1741-
7007-9-71.
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No ambito deste trabalho para a representacédo do campo de forcas e simulagéo
das DM, foi utilizado o campo de forcas GAFF em conjunto com o campo de forcas
parm99SB presente no software AMBER18. O campo de forgcas GAFF possui parametros
para praticamente todas as moléculas organicas, complementando o AMBER, ja
conhecido pela sua capacidade de simular sistemas com proteinas e acidos nucleicos
(D.A. Case, 2018).

9.3.1.1.Minimizacéo energética

A minimizacao energética permite otimizar o sistema usando algoritmos de forma a
encontrar um estado de energia minima. Numa minimizacao de energia, estes algoritmos
procuram minimos de energia locais, em relagdo ao ponto de partida. Uma minimizacéo
de energia ndo toma em conta efeitos como a temperatura logo, a trajetéria dos atomos
perde o sentido do ponto de vista fisico, devido a isto, apenas obtemos a configuracéo

final que corresponde a um minimo local da energia potencial do sistema.



Para ter acesso as diferentes conformacfBes associadas a pontos minimos da
superficie de energia, € possivel recorrer a alguns programas de minimizacdo. Um
programa capaz de realizar minimizacdo de energia, € o SANDER presente no software
AMBER. Este é um programa basico de minimizacédo de energia e dindmica molecular,
gue suporta varios tipos de algoritmos de minimizacdo entre eles 0 método steepest

descent e o gradiente conjugado (D.A. Case, 2018).

9.3.1.2.Dinamica Molecular (DM)

A DM classica € um método de simulagdo computacional que estuda o0s
movimentos fisico dos atomos e moléculas usualmente em solvente, das quais se
aproxima o potencial de interacdo entre estas particulas e calcula as equagfes que regem
0 seu movimento por métodos classicos (Phillips et al., 2005). Nestas simulacdes existe
interacdo entre os atomos e moléculas num intervalo de tempo, permitindo observar a
evolugdo dindmica do sistema. As trajetorias sdo descritas por equagdes de movimento
de Newton, enquanto que as forgas entre as particulas e as suas energias potenciais sdo
calculadas utilizando potenciais interatbmicos ou campos de forca descritos através de
métodos de mecéanica molecular (Alder & Wainwright, 1959) .

De forma geral, este modelo classico pode ser representado pela equacao 6 onde
ks € a constante de Boltzmann, m;e vi representam a massa e velocidade do &tomoie N

€ 0 numero de atomos envolvidos no sistema (Fuxreiter, 2014).
Equacdo 6 Equacdo representativa do modelo classico utilizados na DM, equacao

retirada de Fuxreiter, M. (2014). Computational Approaches to Protein Dynamics:

From Quantum to Coarse-Grained Methods. Boca Raton: Taylor &Francis Group.

N
3kBT = zmivi ' Ui/N
i=1

Estes métodos permitiram a percecao de que a dinamica molecular das proteinas
€ essencial a sua funcéo biolégica e metabolismo, abrindo portas para o avanco nos

estudos da Enzimologia (Carvalho et al., 2014).
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9.3.1.2.1. Ensembles

O estado termodindmico de um sistema pode ser caracterizado pela especificacdo
de funcBes como o volume, a temperatura e a pressao.

O termo ensemble corresponde a um conjunto de microestados, gerados nas
simulacdes de DM que estdo sujeitos as mesmas restricdes termodindmicas. Existem
varios ensembles: (i) ensemble candnico (NVT) mantém-se constante, o nimero de
particulas (N), o volume (V) e a temperatura (T); (ii) o ensemble microcanénico (NVE),
sdo mantidas constantes o numero de particulas (N), o volume (V) e a energia total (E);
(iii) o isotérmico-isobérico (NTP), sdo constantes o numero de particulas (N) atemperatura
(T) e a presséo (P); (iv) e o grande candnico (UVT), em que se mantém constante o
potencial quimico (u) o volume (V) e a temperatura (T). Com as func¢des de estado
constantes, as restantes propriedades do sistema podem ser calculadas através das
relagbes fundamentais da termodinamica (Andersen, 1980; D.A. Case, 2018; Ramos,
2012).

9.3.1.2.2. Tempo de integracao

Para o sucesso da simulagdo de DM é crucial a selecéo do tempo de integragéo.
A escolha de um tempo de integrag&o curto implica um aumento do tempo computacional
necessario, um tempo de integracdo longo pode levar a uma incorreta integracédo das
equacdes de movimento. Assim, € muito importante encontrar o equilibrio entre a exatidao
e a eficiéncia. O equilibrio estabelecido para as biomoléculas é 1 fentossegundo (fs), que
corresponde a um valor dez vezes inferior a escala temporal do movimento associado ao
stretching de ligacdes que contém atomos de hidrogénio. Nao obstante, é possivel utilizar
tempos de integracdo superiores. Para isso é utilizada uma restricdo das ligacées que
envolvam atomos de hidrogénio utilizando o algoritmo SHAKE. Com esta restricdo é
possivel utilizar um tempo de integracdo de 2 fs (D.A. Case, 2018; Jean-Paul Ryckaert,
1977; Ramos, 2012).
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9.3.1.2.3. Condicdes Periodicas de Fronteira

As simula¢des da DM podem ser executadas em vacuo, em solvente implicito ou
em solvente explicito. Uma vez que pretendemos que a simulacdo seja o mais real
possivel, isto é, que simule o que ocorre nos sistemas bioldgicos, 0 mais indicado sera a
simulacdo em solvente explicito, neste caso em agua. Quando a simulacdo é realizada
com solvente explicito € necessario definir condi¢cdes periddicas de fronteira em que as
moléculas de interesse (soluto) sdo colocadas numa caixa de agua. Esta caixa de
simulacgdo é cercada por um numero infinito de réplicas de si mesma (figura 3), sendo que
o0 sistema real simulado consiste na caixa primitiva e todas as suas réplicas.

Apenas os N &tomos dentro da célula principal sdo considerados explicitamente,
mas assim que um dos atomos sai da célula, uma particula de imagem entra lado oposto
para substitui-lo, 0 que minimiza o possivel efeito de superficie (van Gunsteren et al.,
2006).
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Figura 3 Esquema representativo das caixas de agua. Os atomos reais estdo numerados
de 1 a 5. Figura retirada de Benjamin D. Madej , R. W., Sifath Mannan, Michael
Barton, Tyler Luchko. (2015). An Introduction to Molecular Dynamics Simulations
using AMBER.
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Ao implementar as condi¢cbes periédicas de fronteira, originam-se outros
problemas, como por exemplo, o0 nimero de interacdes intermoleculares aumenta
infinitamente. A conven¢do minima da imagem estipula também que nenhum atomo deve
interagir com o soluto (por exemplo uma macromolécula) e a imagem periddica desta.

Uma solucdo para ultrapassar esses problemas € considerar uma esfera
imaginaria com centro em cada 4&tomo e com um raio pré-determinado (designado por
cut-off), onde as energias das interacdes intermoleculares, com atomos fora desse cut-
off, sdo consideradas zero. O cut-off utilizado neste trabalho foi de 10 A, valor
recomendado para as simulacbes de DM em solvente explicito 4gua. No caso das
interaces de longo alcance, como as interacdes eletrostéaticas, o cut-off ndo € eficiente.
Nesse caso utiliza-se o método Particle Mesh Ewald (PME). O método PME considera
todas as interacdes entre cargas dentro do sistema e as interagdes entre as cargas e as
respetivas imagens. (Cheatham, T.E., I. et al., 1995)

9.3.2. Métodos hibridos (QM/MM)

Apesar de cada vez mais 0s métodos computacionais serem utilizados no estudo
de grandes sistemas biomoleculares, principalmente com recurso a simulacdes de DM
pela mecéanica molecular, estes tornam-se limitados no que toca a descrever alguns
processos que ocorrem no sistema tais como a quebra/formacédo de ligacBes e
transferéncia de cargas. Assim, torna-se necessario recorrer a QM, embora se torne
computacionalmente mais exigente para sistemas mais complexos (Queirés, 2016). De
forma a usufruir da precisdo da QM e da velocidade de computacdo da MM, Warshel &
Levitt (1976) apresentaram o método hibrido QM/MM (Warshel & Levitt, 1976).

Os métodos QM/MM consistem na divisdo do sistema em duas partes, sendo cada
uma das partes descrita com diferentes niveis de teoria. A regiao de interesse no sistema
em estudo, também designada de camada alta, é descrita usando QM o0 que permite o
estudo pormenorizado de todas as reac¢des quimicas. O restante sistema € descrito com
mecéanica molecular (MM), que permite obter algum conhecimento sobre a contribuigcdo

deste, na regido de interesse (figura 4) (Durrant & McCammon, 2011).
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Figura 4 llustracdo do principio do método hibrido QM/MM com divisdo do sistema em duas partes.
Na figura temos representada a parte do sistema SgrAI&ADN onde foi o utilizado QM nos residuos
representados dentro da “nuvem” a licorice e CPK e o restante sistema tratado apenas com MM
representado com New Cartoon.

Este método hibrido é representado através de uma simples equacao (equagao
7) onde Hom € Huwm representam a formula Hamiltoniana para as regides de Mecanica
Quaéntica e Molecular, respetivamente, e How/wm representa a interagdo entre as duas

regides (Fuxreiter, 2014).
Equacéo 7 Representacéo da equacao que descreve o método hibrido QM/MM descrito
por Warshel, A., & Levitt, M. (1976). Theoretical studies of enzymic reactions:

dielectric, electrostatic and steric stabilization of the carbonium ion in the reaction
of Lys ozyme. J Mol Biol, 103(2), 227-249. d0i:10.1016/0022-2836(76)90311-9.
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10. Métodos Computacionais

Recursos computacionais e software

Todos os célculos para as simulagdes bem como as dindmicas e analises gréaficas
foram realizados em workstations com placas graficas e com o sistema operativo Linux.

Para as simulacdes de DM da enzima SgrAl foi usado o software Amber Molecular
Dynamics Package versédo 18. AMBER. O software AMBER é constituido por um conjunto
de programas que permite simulacdes de DM (D.A. Case, 2018).

A construcdo dos complexos (proteina e ligante) a serem estudados, foi feita
usando o software VMD. Este programa foi projetado para ser capaz de modelar,
visualizar e analisar sistemas bioldgicos. Neste estudo, foi usado para analisar a trajetéria
das simulacdes de DM e, posteriormente construir as esferas que seriam estudadas pelo
método hibrido QM/MM.

Métodos

Neste capitulo serdao explicadas passo a passo as metodologias e protocolos da
simulacdo computacional dos diferentes sistemas em estudo, nomeadamente, a enzima
SgrAl em forma de dimero, mutada e em forma de tetrdmero.

Com o objetivo de analisar o comportamento dindmico da proteina e a sua
interacdo com a molécula de ADN ao longo do tempo, foram realizadas simulacdes de
DM através do software AMBER18 (D.A. Case, 2018) no sistema operativo Linux.
Recorrendo ao mesmo software e apos as DM foi aplicado o QM/MM com o objetivo de
estudar a reacdo de catalise.

A metodologia aplicada no estudo da endonuclease SgrAl € descrito

sumariamente na figura 5.
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Task 1

Modelagio da estrutura
cristalografica

Task 2

Equilibragiio da carga do
Sistema com o xleap

Analise
VMD/xmgrace/cpptraj

Figura 5 Workflow da metodologia aplicada no estudo da endonuclease SgrAl .

9.1 Preparacao e solvatacao

O primeiro passo foi o download da estrutura SgrAl tanto em forma de dimero - 3DW9
(Cristal de SgrAl com ADN cognato e Manganés) (Dunten et al., 2008), como em formato
tetramero — 6MQ6 (Cristal em forma de tetramero com ADN e ides de célcio) (Park, Joshi,
et al., 2010) da plataforma Protein Data Bank.

Os requisitos para a utilizacao de ficheiros, com formato PDB, no AMBER s&o: nome
dos atomos, nome dos residuos, identificacdo das cadeias — caso haja mais que uma- e,
as coordenadas dos atomos. Deste modo, € crucial que se analise o ficheiro PDB e se
adeque o mesmo. Para além disso foram feitas algumas altera¢cdes no PDB uma vez que,
segundo a literatura, o cofator eficaz na catélise utilizado pela endonucleases SgrAl € o
Mg?* e néo o célcio (Ca?*) ou manganés (Mn?*). Estes iGes sdo utilizados nos cristais para
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evitar que haja catalise aquando da formagéo do cristal. Assim, no PDB os ides de Mn?*
no dimero e de Ca?* no tetramero foram substituidos por Mg?*.

LEaP é a denominacao dada aos programas tleap e xleap, presentes no software
AMBER. Através destes, é possivel ler inputs contento o conjunto de parametros, ler e
editar ficheiros com formato PDB, interligar residuos e criar complexos, modificar as
coordenadas internas de uma molécula e criar ficheiros de topologia, coordenadas e
parametros compativeis com o software AMBER. Assim, este programa consegue
combinar e executar quatro modulos (prep, link, edit e parm) necesséarios para a
preparacgao do sistema (D.A. Case, 2018).

Como responsavel pela preparagédo do input - LEaP- o programa ira analisar o
ficheiro PDB, verificando os nomes dos atomos e residuos. Se as denominac¢des néo
forem reconhecidas pelo LEaP, este ira criar uns novos, de modo a que nado haja perda
de nenhum &tomo na proteina. No entanto, se esses novos residuos ndo constarem na
base de dados do LEaP, as cargas e tipologia dos mesmos serdo tratados como
desconhecidos.

E neste processo que sdo indicados os campos de forgas a serem usados de
forma a descrever a energia potencial da molécula. Apds varios testes, nomeadamente
com o campo de forcas ff14SB, os que provaram ser mais eficientes para este trabalho
foram o leaprc.gaff, preparado para as moléculas em geral e o leaprc.ffo9SB (D.A. Case,
2018) indicado para proteinas, nucleotidos e ides.

Para além dos campos de forcas foi dada indicacdo ao programa para adicionar
ides sddio (Na*) até neutralizar a carga de todo o sistema visto que o ADN tem carga
negativa.

Usando o comando solvateoct criou-se uma caixa de solvatacdo. Com isto cria-se
uma caixa de agua octaédrica truncada de solvente a volta da estrutura, tratada como
sendo o soluto. Assim, usou-se o modelo de agua TIP3P e, especificou-se também que a
distancia entre o solvente e o limite da caixa seria de 10 A.

A preparacao da-se como finalizada gerando os ficheiros com a sua topologia (prm) e

as suas coordenadas (rst), recorrendo ao comando SaveAmberParm (D.A. Case, 2018).
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9.2 SANDER

SANDER é um médulo do software AMBER de minimizacéo energética do sistema
e de DM. Este programa otimiza a energia da estrutura por iteragdes do movimento dos
atomos, na procura de um minimo de energia. As estruturas, por norma, Sao sujeitas a
minimiza¢des antes de simulacdes DM. Assim sendo, este programa € uma excelente
opcao, uma vez que é capaz de realizar uma minimizacdo energética antes de iniciar as
simulacdes DM.

Uma versao otimizada do SANDER que é usada normalmente, é a PMEMD que
foi criado com o objetivo de melhorar o desempenho dos métodos utilizados no SANDER
(D.A. Case, 2018). O método pmemd é realmente vantajoso no tratamento de forcas em
sistemas macromoleculares. E um método que confere alta precisdo, pode ser
implementado de forma eficiente em algoritmos DM convencionais como AMBER, as
fungbes sdo continuas (evitando problemas com integracdo de fun¢des descontinuas) e
é eficiente uma vez que se trata de um método rapido para grandes sistemas
macromoleculares.

No pmemd € possivel ainda, adicionar um acelerador de GPU, criando a verséo
pmemd.cuda (Darden, York, & Pedersen, 1993).

9.2.1 Minimizagéo

Como dito anteriormente, a minimizacdo tem como objetivo eliminar pontos de
contacto indesejaveis, tais como interacbes que ocorrem entre atomos da mesma
molécula, havendo sobreposicao das nuvens eletrénicas, tendo como consequéncia
afetar a conformacdo final da molécula. Na tabela 1 estdo os inputs utilizados nas duas
fases de minimizacdo. Minl.in com o soluto fixo e min2.in em que € minimizado todo o

sistema.
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Tabela 1 Representacéo dos inputs utilizados para a minimizacao do sistema.

minl.in min2.in

protein [1@-mer: initial minimisation solvent + ions protein flo-mer: initial minimisation whole system
&entrl &entrl
imin =1, imin =1,
maxcyc = 1000, maxcyc = 2500,
Eigc N i%’ ncyc = 1000,
ntr = 1: ntb =1,
cut = 10.0 ntr =10,

/ at = 10.0

Hold the DNA fixed /

500.0

RES 1 20

END

END

Na primeira fase de minimizagdo usamos como ficheiros input o ficheiro prm com
parametros e topologia do sistema, o ficheiro rst com as coordenadas e o minl.in em que
damos indicacdo para realizar 1000 etapas de minimizagdo, 500 passos de steepest
descent e mais 500 passos de gradiente conjugado, limites de volume constante, restricdo
no soluto e o cut-off de 10 A. Daqui é gerado o ficheiro output (ncrst) com as velocidades
e coordenadas do sistema.

Na segunda fase para além dos ficheiros prm e rst é usado o ficheiro ncrst da
execucao anterior, que contém a informacéo do primeiro estagio de minimizagéo, e o input
min2.in da ordem para executar 2500 etapas de minimiza¢do sem as restricbes. Sendo

assim minimizada a energia de todo o sistema.

9.2.2 Aquecimento

Apo6s a fase da minimizacdo de energia ter finalizado, a proxima etapa do protocolo
de equilibrio é fazer o aguecimento do sistema dos OK aos 300K inicialmente com
restricdo no soluto.

Para dar todas as indica¢@es utilizou-se o input md1l.in representado na tabela 2.
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Tabela 2 Representacéo do input utilizado para o aguecimento do sistema para
simulacéo da DM de 0 K a 300K.

mdl.in

protein 1@-mer: 20ps MD with res on DNA
&ecntrl
imin
irest
ntx
ntb
cut
ntr
ntc
ntf
tempi
templ
ntt R
gamma_1ln = 1.0,
nstlim = 10000, dt = ©.002,
ntpr = 100, ntwx = 100, ntwr = 1000

@
@

<
o a
(<]

WWONNRBE R RO

/
Keep DNA fixed with weak restraints
10.0
RES 1 20
END
END

A esta altura a minimizacao é desativada (imin=0) e geramos velocidades iniciais
aleatorias a partir de uma distribuicdo de Boltzmann e apenas lemos nas coordenadas do
rst IREST = 0, NTX =1. Estes valores podem ser alterados para indicar que queremos
recomecar uma dindmica molecular a partir de onde paramos. NTB = 1 indica que sdo
usados limites periédicos de volume constante (o PME esta sempre "on" quando o NTB>
0). E usado um limite de 10 A e NTR = 1 indica restricbes de posi¢io com base na entrada
GROUP fornecida no arquivo de entrada. Neste caso, vamos restringir o ADN com uma
forca constante de 10 A.

NTC =2, NTF = 2 da indicacéo para usar o algoritmo SHAKE de forma a restringir
as ligacdes que envolvem hidrogénio.

A simulacgéo inicia-se com uma temperatura de 0 K e ira subir até aos 300 K. De
forma a simular um sistema bioldgico real. A dindmica de Langevin deve ser usada para
controlar a temperatura usando uma frequéncia de colisdo de 1,0 ps -1 (NTT = 3,
GAMMA_LN = 1.0).

No total sdo executados 10.000 passos de dindmica molecular com um intervalo
de tempo de 2 fs por etapa, para obter um tempo total de simulacdo de 20 ps. A cada 100
passos (200fs) é gravado um ficheiro de saida (NTPR), a cada 100 passos é gravado no
arquivo da trajetéria (NTWX) e no caso deste trabalho parar sera reiniciado a cada 1.000

passos.
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9.2.3 Equilibrio

Feito o aquecimento com volume constante a préxima etapa € usar pressao

constante e remover as restricdes. Assim o input utilizado esta descrito na tabela 3.

Tabela 3 Representacéo do input utilizado para simulagdo da DM.

md2.in

protein 10-mer: 100ps MD
&entrl
imin=0, irest=1, ntx =7,
ntb = 2, pres0 = 1.0, ntp =1,
taup = 2.0,
cut = 10.0, ntr = 0,
ntc = 2, ntf = 2,
tempi = 300.0, temp0 = 300.0,
ntt = 3, gamma_In = 1.0,
nstlim = 25000000, T = 0.002,

ntpr = 500, ntwx = 500, ntwr = 1000

A simulacdo DM sera reiniciada de onde paramos, IREST informa que queremos
reiniciar nos 20ps e, as coordenadas, velocidades e informagdes da caixa serdo lidas a
partir de um arquivo rst (NTX). E utilizado um limite periédico de press&o constante com
uma pressao média de 1 atm. A pressdo € mantida ( NTP = 1) e usa-se um tempo de

relaxamento de 2 ps( TAUP = 2,0 ). N&o sdo usadas restricdes, apenas se utiliza o SHAKE
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para os &tomos de hidrogénio. Nesta fase a temperatura é mantida nos 300K e sdo
executados 2500000 passos de DM com intervalos de 2fs para um total de simulacdo de
5000ps ou 5 ns. Como forma de apresentar resultados fidedignos esta simulacéo é feita
10 vezes em cada sistema bem como séo utilizadas réplicas por forma a confirmar e

comprovar todos os resultados com simulac@es de 50 ns cada.

9.3 Andlise

A primeira andlise é feita pelo xmgrace, uma ferramenta que permite fazer graficos
bidimensionais de dados numéricos. Esta ferramenta possui uma interface grafica que
permite obter-se graficos representativos das variagdes das principais propriedades do
sistema: Energia Potencial, Cinética e Total, Temperatura, Presséo, Volume, Densidade,
RMSD utilizando os ficheiros output e os dados da DM.

O célculo do desvio médio quadratico (RMSD) da distancia média entre os atomos
das diferentes conformagfes da proteina resultantes da DM, e a obtencdo de imagens
instantaneas do sistema obtidas em intervalos de tempo regulares foi auferida pelo
cpptraj. O cpptraj € um programa versatil, incluido no AMBER, utilizado no pos-
processamento da trajetéria obtida com DM e para analise de dados. Para além de ser
capaz de processar ficheiros de trajetérias com diferentes topologias, ao mesmo tempo,
€ também capaz de extrair coordenadas, calcular valores de ligacdes, angulos e diedros,
variacdo de posicdes atémicas, etc. (D.A. Case, 2018).

A cada etapa recorreu-se ao VMD para visualizar a dindmica e as transformacotes

e verificar se tudo se apresentava como esperado.

9.4 MutacOes

De forma a sustentar a especificidade de uma ligacédo e a sua importancia é criada
uma mutacdo num par de bases (com maior interacdo com os residuos da proteina) e
voltar a fazer DM. No caso, através da analise pelo cpptraj das distancias das interacées
entre a proteina e as bases do ADN, verificou-se que havia uma grande interacdo da
proteina, especificamente o aminoacido Arg com o nucleétido DC. Através do programa

Chimera mudou-se o residuo pretendido (DC) para uma DA. Ap6s DM da molécula
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mutada procedeu-se a andlise da interacdo entre residuos de forma a perceber que

implicacdes resultaram da mutacao.

95  QM/MM

Por forma a estudar a reacao de catdlise utilizamos o método QM/MM. Assim,
delimitou-se a zona onde ocorre a reacao atraves da identificacdo dos residuos que fazem
parte e contribuem para a mesma.

Esta parte do sistema, também designada como camada alta, é tratada com QM
utilizando o método semiempirico PM6, o restante sistema é tratado com MM. Os
métodos semiempiricos sao versées simplificadas da teoria de Hartree-Fock usando
corregcbes empiricas que possibilitam a reducdo do custo computacional sem
comprometer os resultados permitindo que moléculas complexas possam ser modeladas
de maneira realista (Martins, L et al., 2016).

De modo a estudar a reagédo foi definida uma coordenada reacional entre agua a
nucledfila e o grupo fosfato do nucleétido. Foram testadas varias hipéteses com diferentes

constantes de forga, tal como é descrito nos resultados.
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10 Resultados e Discussao

Os modelos utilizados no estudo da reacgdo catalitica da endonucleases SgrAl
foram os seguintes: a enzima em forma de dimero proveniente do PDB com o ID 3DW9
com ADN cognato e utilizando o Mg?" como cofator; enzima em forma de dimero
proveniente do mesmo PDB com o ID 3DW9 com ADN cognato com mutac¢ao no residuo
696 e utilizando o Mg?* como cofator; enzima na forma de tetramero com ADN cognato e
ides de Ca?* originalmente proveniente do PDB com o ID 3MQ6; e enzima na forma de
tetramero com o ID 3MQ6 com ADN cognato e tendo Mg?* como cofator subdividido em
2 modelos: com a Lys neutra e com a Lys protonada.

O estudo feito com as estruturas do dimero, quer na conformacg&o original quer na
forma mutada e no modelo contendo a estrutura em tetramero tendo os ides de Ca?* como
cofator, apenas foram tratados por métodos de MM. Os resultados obtidos ndo foram
favoraveis, o que impediu a sua progressao para ensaios que incluissem métodos QM.

De acordo com a literatura (Park, Joshi, et al., 2010), a enzima SgrAl sob forma
de tetramero e com o cofator Mg?* (ID 3MQ6) apresenta uma maior atividade catalitica,
eficiéncia e funcionalidade. Por este motivo, o estudo prosseguiu incidindo especialmente
sobre a conformacéao tetramérica da SgrAl , que se apresentava como mais promissora.

A SgrAl é uma enzima pouco abordada e caracterizada pela literatura e, portanto,
0 Seu mecanismo ainda esta muito pouco caracterizado. Contudo, podemos ter em conta
gue esta enzima se insere no grupo Il e familia F das endonucleases de restricao para a
descrever um pouco melhor. Segundo a literatura (Bitinaite & Schildkraut, 2002; Dunten
et al., 2008; Park, Joshi, et al., 2010), a conformacao e o comportamento da enzima SgrAl
tem muita similaridade com enzimas da mesma familia, como a NgoMIV e Cfr10l. Assim,
tomamos como ponto de partida o mecanismo destas enzimas e a forma como 0s
residuos envolvidos direta e indiretamente influenciam os centros ativos, de forma a
desencadear as mudangas conformacionais necessarias para a formagéo do complexos
pré-Michaelis ou para a permitir a sua preorganizacao para a estabilizacdo dos estados
de transi¢do, de modo que possa ocorrer clivagem da ligacao fosfodiéster.

O mecanismo usado pelas endonuleases do tipo Il € caracterizado pela inversao
da configuracdo do fosfato (Connolly, Eckstein, & Pingoud, 1984; Pingoud, Fuxreiter,
Pingoud, & Wende, 2005). De forma geral, 0o mecanismo de hidrélise do fosfodiéster passa
por trés etapas: a) a preparacao do nucledfilo atacante por desprotonacao (é necessaria
uma base para desprotonar a molécula de agua que faz o ataque catalitico), b) o ataque

nucleofilo ao fosfato levando ao estado de transigéo (€ necessario um acido de forma a
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estabilizar o estado de transicdo com duas cargas negativas) e, ¢) a saida do grupo 3’-
hidroxil ( é necessario um acido para protonar o grupo de saida) (Pingoud et al., 2005).

O Mg?* é o metal divalente utilizado como cofator i6nico e geralmente a Lys é sugerida
como base, no entanto, pode ser substituida por outro residuo. (Pingoud et al., 2005;
Pingoud & Jeltsch, 2001)

Os modelos do mecanismo de clivagem de ADN por endonucleases de restricdo
sdo baseados no numero variavel de i6es metalicos envolvidos na reagdo. Assim, com
base na literatura e na filogenia e semelhanca estrutural entre enzimas, o estudo foi
baseado no mecanismo com dois ides metalicos (Deibert et al., 2000; Dunten et al., 2008).

Os dois iBes metélicos sao necessdarios para estabilizar o estado de transi¢ao
pentavalente e, por isso, estes devem estar dispostos de forma a que um dos iGes Mg?*
interaja com o oxigénio da agua nucledfila, sendo responsavel por baixar o pKa da
molécula de agua de forma a facilitar a sua desprotonagéo, enquanto o outro interage
com o 6xido do grupo de saida (Yang, Lee, & Nowotny, 2006). Idealmente estes ides
deveriam distar aproximadamente 4 A um do outro, com o intuito de reduzir a repulsdo
eletrostéatica do estado de transicéo (figura 6) (Deibert et al., 2000; Dunten et al., 2008;
Pingoud et al., 2005).

0 NH
~ | .5
P\ 05 "o
Q- H \ i i // —4 3,/\/
H 2 P 0.
F P
SC=0 @ @ g—H
H‘O\\\ O\ /O 'Q"'/O
B .
<

Figura 6 Modelo do mecanismo da clivagem do ADN na presenca de dois ibes metélicos,
identificados pelas posicdes M1 e M2 que devem ser ocupadas pelos ides Mg?*. As setas
a vermelho identificam as alteragcfes nas ligacdes, representando de forma esquematica

0 mecanismo catalitico esperado. Imagem adaptada de (Dunten et al., 2008).

Nenhuma das estruturas cristalograficas presentes na base de dados do Protein
Data Bank (Berman et al., 2000) (Banco de Dados de Proteina, PDB) apresentava esta
disposicdo dos ides metalicos no centro ativo (Dunten et al., 2008; Park, Joshi, et al.,

2010). Tal deve-se ao facto de todos os cristais terem sido obtidos com ifes divalentes
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Ca?" ou Mn?* em vez de Mg?* de modo a prevenir a clivagem do ADN (Dunten et al., 2008;
Park, Joshi, et al., 2010). Consequentemente, foi necessario ajustar os sistemas para esta
conformacéo, que passaremos a designar por mecanismo catalitico dos 2-i6es-metélicos
(em inglés two-metal-ion catalytic mechanism), uma vez que as estruturas cristalograficas
ndo retratam a realidade funcional das enzimas. Assim, procurou encontrar-se a
conformagéo ideal, alterando n&o so6 o cofator bem como o seu posicionamento.

A partir das estruturas com diferentes posi¢des dos ibes magnésio foram também
testadas varias hipéteses para mecanismo catalitico através da variagdo ndo sO da
camada alta bem como da constante de for¢a e diferentes bases para abstracéo do protdo
da &gua catalitica.

Nos proximos capitulos iremos analisar, de forma detalhada, todas as hipéteses
testadas para os diferentes sistemas, considerando também as diferentes estruturas
quaternarias e uma mutacao (estruturas dimérica, dimérica mutada e estrutura

tetramérica).

10.1 Dimero

Para obter o PDB com as coordenadas da enzima de interesse SgrAl na forma de
dimero recorreu-se a base de dados PDB (Berman et al., 2000). Para esta enzima, na
forma de dimero, existem os seguintes ficheiros na base de dados PDB: SgrAl com ADN
ndo cognato e ides de Ca?* (ID 3DPG), SgrAl com ADN cognato e ides de Ca?* (ID 3DVO),
e SgrAl com ADN cognato e iGes de Mn?* (ID 3DW9) (Dunten et al., 2008).

ApoOs analise, o PDB com ID 3DW9 (figura 7), referente a SgrAl com ADN cognato
e Mn#*, foi selecionado uma vez que esta estrutura é a mais préxima da enzima funcional,
isto é, com o ADN cognato e na presenca dos ides Mg?*. Tal como referido anteriormente,
ndo é possivel obter a estrutura cristalogréfica da enzima funcional porque nas condi¢ées
experimentais que permitem a formacdo deste complexo para posterior cristalizagdo o
ADN é clivado de imediato. Assim, sdo utilizados os ides metdlicos divalentes Ca?* ou
Mn?2* como substituicdo dos Mg?*, de modo manter a integridade do complexo SgrAI/ADN
pois permite que as interagbes especificas se formem mas ndo ha clivagem de ADN
(Dunten et al., 2008).

A estrutura cristalogréfica foi modificada por adicdo dos atomos de hidrogénio de
acordo com estados de protonacéo e por modificacdo do Mn?* para Mg?*, ja que o principal

objetivo deste trabalho € o estudo da reacao de catélise a qual depende das condi¢des
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ideais, ou seja, a presenca da sequéncia de ADN cognata e de Mg?* como cofator, figura
13 (Dunten et al., 2008).

Figura 7 llustracéo do dimero da enzima SgrAl representado com New Cartoon, o ADN
cognato representado com Tube e os ides de Mg?" como cofator representados como

esferas amarelas.

ApOs o tratamento do PDB com o xleap e minimizacao, equilibracdo e simulagdes
de DM, foi feita a andlise dos ficheiros de output com a informacdo das variaveis
(temperatura, pressdo e energia) de forma a garantir que o processo decorria em
condi¢cBes de equilibrio (Anexo I).

O tempo total de cada simulagéo foi de 50 ns. De modo a obter uma estrutura de
referéncia para cada trajetoria foram realizadas analises de clusters (Ahmad, Keskin,
Sarai, & Nussinov, 2008). Clustering ou agrupamento em dindmica molecular € um modo
de andlise da amostragem conformacional de uma trajetéria pelo agrupamento de
conformacg0@es similares. As conformacdes foram classificadas de acordo com 0 RMSD
(root-mean-square deviation), uma métrica de distancia comummente usada. Este é
capaz de monitorizar quantitativamente o comportamento da proteina, ao longo da

simulacéo, em relag&o a estrutura inicial. E calculado através da seguinte equagao:

28



Estudos da dindmica molecular em endonucleases de restricéo do tipo 2 de raro corte

correspondendo a média de n pares de atomos, em que di € a distancia entre os dois

atomos no par i.
Numa primeira abordagem foi utilizado o RMSD dos atomos do backbone do ADN

(P, 03,05,C3,C4’,C5’). Como se pode verificar na figura 8, 0 mesmo ndo apresenta

grandes variagdes durante a simulacéo (figura 8). A

RMSD (&)

tempo (ps)

Figura 8 Figura representativa do RMSD dos &atomos do backbone do ADN (P,
03’,05,C3,C4',C5)).

Atentando a figura 8 e considerando a variagdo do RMSD, verifica-se que o
comportamento da proteina vai estabilizando com o decorrer da dindmica. No final da
simulagdo é possivel verificar que ha uma menor flutuagdo do RMSD, indicando que a
estrutura esta equilibrada. Assim, foram selecionados os ultimos 20 ns de simulacéo para
prosseguir a analise.

Devido a baixa varia¢do do backbone do ADN durante a simulagéo, a similaridade
entre conformacdes foi também avaliada pelo calculo do RMSD dos residuos da proteina
gue interatuam especificamente com o ADN (figura 9), mais precisamente o Glu 102, Asp
187, a Leu 149 e Asn 148. Neste caso a variagdo é maior. Optamos por considerar esta
medida mais representativa do comportamento deste complexo ADN-proteina ao longo

do tempo de simulacao e escolhe-la para o calculo das estruturas de referéncia.
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Figura 9 Figura representativa do RMSD dos residuos de interesse da proteina SgrAl.

As estruturas de referéncia calculadas a partir do clustering foram utilizadas para
andlise das interagdes especificas entre os residuos da proteina e o ADN (tabela 4).
Analisando a tabela 4, os nucleétidos DC 696 (nucleétido +1) e DG 697 (+2) foram os
gue estabeleceram maior nimero de interag&o intermoleculares com a enzima. Fazendo
a andlise ao tipo de interagbes vemos que a Arg 248 interage com a DC 696 ( +1) através
de duas pontes de hidrogénio entre o segundo oxigénio do grupo fosfato do nucleétido o
azoto NH1 e azoto NH2 do aminoacido. A Asn 246 forma uma ponte de hidrogénio entre
0 oxigénio do grupo carboxilo e 0 azoto N2 da base azotada da DG 698 (+3). O azoto da
Leu 36 interage por ponte de hidrogénio com o oxigénio do grupo fosfato da DG 682 (-
13). O azoto NE da Arg 245 forma uma ponte de hidrogénio com o N4 da DC 677 (-18).
A Arg 365 interage com o nucledtido DG 700 (+5) por duas pontes de hidrogénio
compreendidas entre o azoto N2 do aminoacido e o oxigénio da base do nucleétido e
entre o azoto NH1 do aminoacido e o azoto N7 da ribose do nucleétido. O segundo
oxigénio do grupo fosfato da DT 699 (+4) interage com a Thr 367 por pontes de hidrogénio
com 0 grupo amina e com o oxigénio do radical do aminoacido. Por fim, os carbonos da
cadeia lateral da Lys 95 encontram-se bastante proximos do azoto N2 da base azotada
do nucle6tido DG 680 (-15) formando interacao por dipolo permanente e dipolo induzido.

Verifica-se, portanto, que uma das principais interacdes especificas é entre o ADN
e o residuo Arg. Este residuo encontra-se descrito na literatura como responséavel pelo
reconhecimento por contacto dos nucleétidos mais exteriores da sequéncia cognata
(CRCCGGYQG) (Park, Stiteler, et al., 2010).
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Tabela 4 Tabela referente a distancia média das interagdes entre os residuos da

proteina SgrAl e o ADN durante a simulagéo.

-

Distancia média

(A)

Arg 248 -NH1 DC 696 -O2P 2.75
Arg 248 -NH2 DC 696 -O2P 2.88
Asn 246 -O DG 698-N2 2.96
Leu 36 -N DG 682 -O1P 3.01
Arg 245 -NE DC 677 -N4 3.05
Arg 365 -NH2 DG 700 -O 2.75
Arg 365 -NH1 DG 700 -N7 3.07
Thr 367 -OG1 DT 699 -O2P 2.83
Thr 367 -N DT 699 -O2P 3.24

Figura 10 Representacao visual dos nucle6tidos DC 696 e DG 697 ao centro em Licorice,
a proteina é representada em New Cartoon, a molécula de ADN em Tube e os ides Mg?*
representados como esferas de cor salmao.

Sendo o objetivo primordial deste trabalho a detalhada caracteriza¢éo da atividade
catalitica da enzima SgrAl, a atengéo foca-se no centro ativo da enzima. De acordo com
a literatura, e como referido anteriormente, a conformacdo geral da enzima e o

posicionamento dos dois ides de Mg?* sdo fulcrais no momento da catélise (Yang et al.,
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a literatura, e como referido anteriormente, a conformacdo geral da enzima e o
posicionamento dos dois iGes de Mg?* s&o fulcrais no momento da catélise (Yang et al.,
2006). Tendo isto em conta, o posicionamento dos ides de Mg? e dos residuos
envolventes foram alvos de analise, de forma a verificar se a conformacéo da enzima era
a apropriada. Tal como referido anteriormente, 0 mecanismo mais provavel para esta
enzima é a hipétese dos 2-ides-metalicos, em que um ido Mg?* devera ocupar a posicéo
M1 sendo responséavel pela ativacdo de uma molécula de agua para o ataque ao grupo
fosfato presente no carbono 5’ da pentose, estabilizando o seu estado desprotonado que
€ mais nucleofilico do que a agua. O segundo Mg?* deve ocupar a posi¢do M2 suportando
o0 grupo de saida estabilizando a carga negativa apés a clivagem (Dunten et al.,
2008).Tendo a literatura em consideracéo, no centro ativo do sistema em estudo (figura
11) observou-se que, apesar da substituicdo dos iGes de manganés (Mn?*) por magnésio
(Mg?*), subsistia um mau posicionamento, ndo sé dos magnésios, especialmente o Mg?*
707, que corresponde ao M2, e que esta a cerca de 7 A do atomo O3' da DA 695 (grupo
de saida, nucledtico -1) , bem como como uma méa conformacdo em geral da molécula.
O Glu 102, que devia suportar o Mg?(M2), estd neste caso orientado numa posicdo
afastada do ADN.

Figura 11 Representacdo do centro ativo do dimero da enzima SgrAl com Licorice e

CPK, o restante sistema esta representado com New Cartoon e Tube .

Os dois ibes ndo se encontram nas posicdes teoricamente esperadas, posicdes essas
que deviam permitir ao Mg?* 706 (M1) estabilizar o ataque da agua nucledfila ao grupo
fosfato, bem como ao Mg?* 707 (M2) estabilizar o grupo de saida (figura 12).

Perante esta analise concluimos que esta estrutura ndo é a ideal para o estudo

catalitico.
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Figura 12 Representacao do centro ativo da enzima e da posicédo incorreta dos residuos
representados em relagdo ao que seria esperado. Destaque para o distanciamento do
Mg?* MG707 ao nucleétido DA 695.

Para além disso, e tendo em conta que a enzima é mais eficiente sob forma de
aglomerados, tetrdmero ou HWMS e ndo como dimero, avangamos com o estudo do

tetramero da endonuclease SgrAl.

10.2 Dimero Mutado

A especificidade das interacdes entre os residuos da proteina e o ADN foi testada
ao criar uma mutacdo num dos pares de bases que mais interacdes estabelece com a
proteina utilizando o programa Chimera (Pettersen et al., 2004). Os nucleétidos que
estabelecem maior numero de interacdes com a proteina foram o par de bases DC 696
(+1) e DG 697 (+2). Deste modo a DC foi alterada para DT e consequentemente a DG
para DA.

O PDB foi tratado e preparado para a DM e, antes de iniciar a mesma, verificou-
se que a mutacao foi introduzida corretamente. No lugar do residuo DC 696 ( +1) esta
agora DA 696. Esta mutacéo, localizada junto ao centro ativo faz com que a sequéncia
de reconhecimento se altere de CR|CCGGYG para CR|CAGGYG.

Apos verificagdo das variaveis (Anexo Il), a analise do RMSD dos carbonos a da
proteina (figural3), permite observar que existe alguma oscilagéo, principalmente no final
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da DM, em que o valor do RMSD tende a aumentar. Uma vez que a mutacao pode ter
feito com que as ligacdes tivessem um comportamento diferente, é perfeitamente normal
gue a variacdo média dos residuos seja maior uma vez que estes se estdo a

posicionar/ajustar devido as alteracoes.

-

RMSD (A) WMWMMM
¥

tempo (ps)

Figura 13 Representagdo gréafica da analise do RMSD considerando a variagdo média

das distancias dos carbonos a da proteina.

Na figura 14 estdo representadas o par de bases mutadas DA 696 (+1) DT 679
(+2), o que confirma que a mutacdo ocorreu de forma eficaz. Ainda na mesma figura
podemos observar os residuos que interagem com a DA696 (+1). Ao analisar estes
residuos podemos observar que se verificam poucas alteracdes em relacéo as interacdes
gue aconteciam com a DC 696 (+1). A Arg 248 mantém a ponte de hidrogénio entre o
azoto NH1 e NH2 com o segundo oxigénio do grupo fosfato do nucle6tido DA 696 (+1) tal
como acontecia quando DC 696 (+1). Para além disso neste modelo os carbonos da
cadeia lateral deste aminoacido estdo muito préximo do azoto da ribose do nucleétido DA
696 (+1). Ja a Lys 241 mantém exatamente as mesmas interacdes apds a mutacéo do
nucleotido, fazendo uma ponte de hidrogénio entre o grupo amina (NZ) e o segundo
oxigénio do grupo fosfato da DA 696 (+1).

Podemos concluir que ndo houve alteracdes significativas comparativamente
com o modelo dimérico sem mutacdo. Uma vez que a conformacgéo geral do complexo

SgrAl /ADN né&o era a correcta a mutagao nao surtiu efeitos .
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Figura 14 Figura representativa do par de bases DA 696 - DT 679 e dos residuos que
interagem com o nucleétido DA 696.

Assim, a reacdo de catalise ndo ocorre em consequéncia do mau
posicionamento dos residuos intervenientes, tornando a enzima nao funcional

cataliticamente o que ndo esta diretamente relacionado com a mutagéo.

10.3  Tetramero da enzima SgrAl com ides de Ca?* (TetraCa) e
ides de Mg?* (TetraMg)

Para modelar a estrutura tetramérica foi utilizado o PDB com ID 3MQ6 (Park,
Joshi, et al., 2010). Este PDB contém dois dimeros que formam um tetramero ligado a
duas cadeias de ADN, e trés ides de Ca?' ligados a cada sitio ativo. A estrutura
cristalografica foi modificada por adicao dos atomos de hidrogénio de acordo com estados
de protonacdo. Para além disso, no caso do TetraMg os ides de Ca?* foram substituidos
por iGes de Mg?*

Com estes dois sistemas pretende-se avaliar a diferenca da conformacdo da

enzima no seu estado inativo (TetraCa) versus estado ativo (TetraMg).
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10.4  Tetramero da enzima SgrAl com ides de Ca?*

Numa primeira fase foi analisado o modelo com os ides Ca?*, que sdo os metais
divalentes que estao presentes originalmente na estrutura cristalografica (Park, Joshi, et
al., 2010). Tanto os ides Mg?* como os ides Ca?* sdo usados pelas endonucleases de
forma a promover a ligacdo entre a enzima e o ADN. O Mg?* confere atividade de clivagem
a enzima enquanto que o Ca?' inibe a clivagem, mas mantém a ligacdo a sequéncia
especifica (Ma et al., 2013; Vipond & Halford, 1995).

Com o objetivo de comparar as interagdes na presenca dos ides de Ca?', a
estrutura cristalogréfica foi modificada adicionando os atomos de hidrogénio de acordo
com estados de protonagdo. O PDB foi entdo tratado e preparado para a DM, que neste
caso foi apenas de 30 ns.

ApOs a simulagdo DM verificaram-se as variaveis (Anexo lll) e, segundo a andlise
do RMSD considerando a variagdo do RMSD dos carbonos a da proteina (figura 15),
podemos observar que, aproximadamente aos 11000ps, existe uma forte oscilacao.

Contudo, no final da DM o valor RMSD tende a estabilizar.

IR
h' " m “
e WTRLTIL

N
tempo (ps)

Figura 15 Representacéo gréfica da anadlise do RMSD considerando a variagdo média

das distancias dos residuos de interesse.

Procedendo a analise das interagfes entre os residuos proteicos e o ADN
(tabela 5), este modelo volta a confirmar que, de facto, a Arg se destaca na interacdo
com o ADN (Park, Stiteler, et al., 2010).
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Tabela 5 Tabela referente a variacdo da distancia média das interacdes entre os residuos
da proteina SgrAl e o ADN.

Aminoécido Nucleétido Distancia
média (A)

Asn 761 -ND2 DG 1386 -O4' 3.37

Asn 761 -O DG 1386 -N2 3.47

Arg 242 -NE DC 1349 -N4 3.10

Arg 336 -NH2 DG 1368 -O2P 2.77

Arg 336 - NE DG 1368 -O1P 291

Lys 89 - CH DC 1366 - O2 2.85

Ser 575 -0G DG 1351 - O2P 2.84

Atentando a tabela 5 observa-se que a Asn 761 interage com o ADN através da
formacdo de duas pontes de hidrogénio, uma entre o azoto ND2 do aminoé&cido e o
oxigénio 4’ do nucleétido DG 1386 (+43), e outra entre o oxigénio do aminoacido e o azoto
N2 do mesmo nucledtido. A Arg 242 forma uma ponde de hidrogénio com o azoto N4 da
DC 1349 (0). J4 a Arg 336 forma duas pontes de hidrogénio com a DG 1368. A primeira
interacdo € entre o azoto NH2 e o segundo oxigénio do grupo fosfato do nucleétido, a
segunda é entre o azoto NE do aminoacido e o primeiro oxigénio do grupo fosfato do
nucleétido. Os carbonos da cadeia lateral da Lys 89 estdo bastante préximos do oxigénio
da base azotada do nucleo6tido 1366 (+17) exibindo interacdo dipolo permanente e dipolo
induzido. Por fim, o oxigénio da Ser 575 faz interagdo por ponte de hidrogénio com o
segundo oxigénio do grupo fosfato da DG 1351 (+2).

O estudo deste modelo tinha como objetivo a comparacédo da conformacéo do
complexo SgrAl/ADN guando na presenca dos diferentes ides (Mg?* e Ca?*). No préximo

capitulo (complexo SgrAl /ADN com ides de Mg?*) faremos essa analise.
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10.4.1 Tetramero da enzima SgrAl com iGes de Mg?*

Nesta ultima fase foi considerado o modelo tetramérico com ides de Mg?* Neste
ponto, sabendo que este é o modelo mais eficiente (Dunten et al., 2008), o trabalho focou-

se ho mecanismo da reacéo de catalise.

10.4.2 SgrAl tetramérica com Lys neutra

Com base na literatura o residuo Lys € geralmente utilizado como base na reacao
catalitica uma vez que pode receber o protédo proveniente da molécula de agua nucledfila
(Pingoud et al., 2005).

Portanto, a Lys do centro ativo, Lys 241, foi modificada para uma Lys neutra, por
delec&o de um hidrogénio do azoto da cadeia lateral e alteragdo das cargas pontuais dos
atomos passando a designar-se Lyn241.

A simulagcdo DM decorreu dentro do esperado, como podemos observar nas
varaveis temperatura, pressao e energia do sistema (Anexo V) e no grafico representativo
do RMSD (figura 16), onde se observa alguma oscilacdo sem ultrapassar um intervalo

curto.

.
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Figura 16 Representagdo gréfica da analise do RMSD considerando a variacdo média

das distancias dos carbonos a da proteina.

Na tabela 6 podemos verificar que a Arg se destaca como residuo com mais

interacdes com a proteina tendo as distancias médias inferiores a 2 A a comprovar a sua
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especificidade (Pingoud et al., 2005). A amida do backbone da Arg 242 forma uma ponte
de hidrogénio interagindo com o primeiro oxigénio do grupo fosfato do nucleétido DC 1382
(+18). Ja a Arg 588 forma duas pontes de hidrogénio em que interage o azoto NE do
aminoacido com o oxigénio 6 do nucle6tido DC 1366 (+2) e o azoto N do aminoacido com
o primeiro oxigénio do grupo fosfato do nucle6tido. O azoto N da Leu 376 interage com o
primeiro oxigénio do grupo fosfato do nucleétido DG 1386 (+22) através de uma ponte de
hidrogénio. A GIn forma duas pontes de hidrogénio ao interagir com a DG 1404 (+40)
entre do azoto N do aminoécido e o primeiro oxigénio do grupo fosfato e entre o azoto
NE2 do aminoécido e o oxigénio 3’ do nucledtido. Por fim, o oxigénio da Ser 583 forma
uma ponte de hidrogénio com o oxigénio 3’ do nucledtido DC 1365 (+1).

Apbs a descricdo do tipo de interacdes feitas pela enzima SgrAl com a molécula
de ADN observamos que estas se mantém altamente conservadas em relacdo aos
diferentes modelos em estudo. Prevalecem as pontes de hidrogénio e a presenca da Arg
que se mostra como residuo com mais interacdes especificas entre a enzima e o ADN,
sendo assim, e pela sua importancia este residuo torna-se altamente conservado (Dunten
et al., 2008).

Tabela 6 Tabela com distancia médias das interagdes entre os residuos da proteina SgrAl
e 0 ADN.

Aminoéacido Nucleotido Distancia média
A)
Arg 242 -N DC 1382 -O1P 2.76
Arg 588 -NE DC 1366 —O6 2.82
Arg 588 -N DC 1366 -O1P 2.76
Leu 376 -N DG 1386 -O1P 2.82
Gln 717 -N DG 1404 -O1P 3.04
Gln 717 -NE2 DG 1404 -0O3' 3.40
Ser 583 -OG DC 1365 -03' 3.80

Uma vez identificados os residuos e as suas interacdes, passou-se ao estudo do
mecanismo por QM/MM. Os residuos selecionados para pertencer a camada alta para
serem tratados com QM foram: Asp 242, Glu 442, Asp 527, Lyn581, DC 1364 (DC com o

grupo fosfato que sera clivado- nucledtico 0), a DA 1363(DA do grupo de saida -nucleético
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-1), Mg?1425 (M1) e Mg?*1426 (M2) e as aguas WAT1773 (molécula de agua nucledfila),
WAT1593 WAT1567, WAT1594 (moléculas de dgua coordenadas a ides Mg?*).

Para estudar a reacdo a coordenada reacional definida foi a distancia entre o
oxigénio da agua nucledfila e 0 &tomo de fésforo do grupo fosfato que é clivado (DC 1364).
Uma constante de forca de 150 Kcal foi aplicada ao sistema. Apesar da aproximacao a
molécula WAT1773 ficou a cercade 1.8 A e, areac&o néo ocorreu. Recorrendo ao WHAM
e sabendo que a energia de corte da enzima SgrAl € de 19.15 Kcal/mol, podemos
observar, no gréfico da figura 17, que a barreira energética obtida € demasiado elevada,
mostrando que esta reagdo ndo vai ocorrer numa escala biologicamente acessivel. Uma
causa para isso serd o mau posicionamento dos Mg?* (Dunten et al., 2008; Hingorani-
Varma & Bitinaite, 2003).

80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0

20,0

A G (kcal/mol)

10,0

0,0
3,50 3,00 2,50 2,00 1,50 1,00 0,50 0,00

Coordenada Reacional (A)

Figura 17 Grafico representativo do perfil da energia durante a aproximacéo da
WAT1773 ao atomo de fésforo do nuclettido DC 1364.

De forma a corrigir o sucedido fez-se a aproximagédo do MG1466 (M2), uma vez
que este se encontrava a 7 A de distancia do atomo de oxigénio do grupo de saida. O
objetivo foi posiciona-lo a cerca de 3 A, o que esta mais de acordo com a catalise por 2-

ibes-metélicos. Segundo o gréfico da figura 18 podemos observar que na aproximagao
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do MG1466(M2) ao local preterido a barreira de energia subiu consideravelmente ao invés

do que seria esperado.
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Figura 18 Gréfico representativo do perfil da energia durante a aproximacédo do

MG1426 ao backbone do ADN.

Apés esta reacdo, e tendo os ibes metalicos nas posi¢cdes corretas a
aproximadamente 3 A (Pingoud et al., 2005), partimos do ficheiro com as coordenadas da
conformagédo da enzima SgrAl apos a aproximagao do MG21426 e procedeu-se a uma
nova tentativa de aproximacdo da WAT1773 ao fosfato. No entanto, mais uma vez, a
reacdo nao ocorreu.

Esta reacao foi testada com diferentes constantes de forca, de 50 Kcal a 200

kcal e em todos 0s casos a molécula WAT1773 n&o se aproxima mais do que 1.9 A e o

MG 1426 voltou a posicao inicial a 7 A (figura 19).
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Figura 19 Grafico representativo do perfil da energia durante a aproximacgéo do da
WAT1773 ao fosfato do nucleétido DC 1364 partindo da estrutura com os ides Mg?* na

posicdo correta para a catalise.

A fraca interacdo do residuo Glu 442 com o MG21426 (M2) pode ser uma das
justificacdes para o afastamento do ido Mg?*. Para além disso, apesar da Lyn 581 estar
disponivel para aceitar o protdo vindo da dgua 1773 aquando da sua desprotonacéao para
0 ataque ao fosfato, o residuo Lyn 58lencontra-se muito afastado e esse pode ser o
motivo para a WAT1773 nao perder um protdo e consequentemente ndo se ligar ao

fésforo (figura 20).

pC1364
WAT1773
) Z o~y
6LUas Q) e
<’

Figura 20 Imagem representativa do centro ativo no modelo tetramérico da enzima SgrAl

com a Lys neutra.
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Podemos concluir que este modelo ndo apresenta nenhum residuo proximo da
agua catalitica que possa funcionar como base e, portanto, ndo se encontra funcional

cataliticamente.

10.4.3 SgrAl tetramérica com Lys protonada

Uma vez que o modelo com a Lys neutra ndo respondeu como esperado, optou-
se por seguir o0 mesmo protocolo, mas com a Lys protonada.

A literatura (Dunten et al., 2008) prop8e que o protdo envolvido na desprotonagao
da molécula nucledfila se liga ao fosfato do nucleétido seguinte, figura 21.

Figura 21 Esquema das intera¢Ges em torno do Mg #*iGes da estrutura do SgrAl.

Apo6s o tratamento do PDB com o Xleap e da simulacdo DM podemos analisar as
varaveis temperatura, pressao e energia do sistema (Anexo 5) e ver que tudo decorreu
conforme o esperado. No grafico representativo do RMSD observa-se que houve
oscilagbes consideraveis, no inicio da simulacdo DM o valor do RMSD tem uma subida
consideravel, isto pode justificar-se pelo protdo adicionado a Lys e de alguma forma este
obrigar a enzima a ajustar a conformacéo. No final da simulacdo DM o valor do RMSD ja

se encontra mais estavel.
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Figura 22 Representagdo gréafica da analise do RMSD considerando a variagdo média

das distancias dos residuos de interesse.

Observando agora a tabela 7 onde estdo representadas as interagbes
intermoleculares e a variagdo média da distancia dos mesmos, vemos que estas interacbes
se mantém iguais as do modelo anterior com muito poucas variagées. O azoto do backbone
da Arg 242 forma uma ponte de hidrogénio interagindo com o primeiro oxigénio do grupo
fosfato do nucleétido DC 1382 (+18). Ja a Arg 588 forma uma ponte de hidrogénio em que
interage o azoto NE do aminoacido com o oxigénio 6 do nucleétido DC 1366 (+2). O azoto
N da Leu 376 interage com o primeiro oxigénio do grupo fosfato do nucleétido DG 1386
(+22) através de uma ponte de hidrogénio. A GIn forma duas pontes de hidrogénio ao
interagir com a DG 1404 (+40) entre do azoto N do aminoacido e o primeiro oxigénio do
grupo fosfato e entre o azoto NE2 do aminoéacido e o oxigénio 3’ do nucleétido. Seria de
esperar que 0s residuos se mantivessem 0s mesmos uma vez que a conformagéo do

modelo enzimético é igual com Unica diferenga na protonacgéo da Lys 241.
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Tabela 7 Tabela com distancia médias das interagdes entre os residuos da proteina

SgrAl e o ADN.
Arg 242 -N DC 1382 -O1P 2.72
Arg 588 -NE DC 1366 -OG 3.03
Leu 376 —N DG 1386 -O1P 291
GIn717 —-N DG 1404 -O1P 3.45
GIn 717 -NE2 DG 1404 -O3' 3.40

Com o foco mais uma vez no centro ativo e no mecanismo de catdlise, passou-
se a definir a camada alta tratada por QM. Os residuos Asp 242, Glu 442, Asp 527, Lys
581, DC 1364 (DC com o grupo fosfato de interesse), DA 1363 (DA ligada ao grupo de
saida), MG21425 e MG21426 (M1 e M2, respetivamente) WAT1769 (molécula de agua
nucledfila) e WAT1589 WAT1590, WAT 1559 (outras moléculas coordenadas a ides Mg?").
Apesar de, pela andlise visual da conformagéo do centro ativo ndo ser a teoricamente
esperada, deu-se inicio a aproximacao da WAT1569 ao fosfato do nucle6tido DC 1364.
O residuo WAT1569 nio se aproximou mais que 2A. Assim, tendo em conta o mau
posicionamento dos ides Mg?*, procedeu-se a aproximacédo do Mg?* MG21426 ao atomo
03' do grupo de saida, de forma a passar dos 6.4 A a aproximadamente 3 A.
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Figura 23 Gréfico representativo do perfil da energia durante a aproximacéo do ido Mg?*

para a posi¢ao correta para a catalise.

Apesar do grafico do perfil energético da reacdo de aproximacgéo do MG21426 nos
sugerir que a barreira energética estd demasiada elevada, foi feita nova tentativa do
ataque da molécula de agua nucledfila WAT1763 partindo da conformacdo em que ambos
os iGes Mg?* se encontram bem posicionados.

Novamente néo houve reacdo, mesmo aumentando a constante de for¢a aplicada.
A molécula WAT1763 naio avancou para além dos 2 A e novamente a barreira energética

manteve-se demasiado elevada.

50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0

0,0

A G (kcal/mol)

2,916667 2,75 2,583333  2,416667 2,25 2,083333
Coordenada Reacional (A)

Figura 24 Grafico representativo do perfil da energia durante a aproximagao do residuo

WAT 1763 ao fosfato da DC 1364.
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Atentando a figura 25, podemos reafirmar a ma conformacéao geral do centro ativo
do complexo enzima/ADN. O ido Mg?* que devia suportar o grupo de saida apés a reagdo
de catdlise, encontra-se muito distante para essa funcdo. Para além disso, a distancia
entre os ides metalicos é bastante superior a 4 A, tornando-os néo funcionais na reducéo

da repulséo eletrostatica do estado de transicéo.

Figura 25 Imagem representativa do centro ativo no modelo tetramérico da enzima

SgrAl com a Lys protonada.

Apoés este resultado e numa tentativa de perceber se o erro estaria na primeria fase
do processo (desprotonacao da molécula de agua nucleofilica), foi substituida a molécula
de agua por um grupo hidroxilo, o que pressupde que o protédo é primeiro transferido para
a Lys e depois ocorre ataque nucledfilo do OH. Esta abordagem também néo teve
sucesso. Como podemos ver no grafico da figura 26 a barreira energética continua a ser

muito superior ao desejado.
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Figura 26 Grafico representativo do perfil da energia durante o ataque nucledfilo do

grupo hidroxilo ao fosfato do nucleétido DC 1364.

Seria interessante, numa continuagdo deste estudo, testar o modelo de mecanismo
com trés ides metalicos proposto Horton e Perona (Horton & Perona, 2004) e até mesmo

0 mecanismo com um Unico ido metdlico (Pingoud et al., 2005).
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11 Conclusao

Com a realizacao deste trabalho, concluimos que o mecanismo da reagéo de catélise
da enzima SgrAl tera de continuar a ser alvo de estudo, embora se tenham feito alguns
progressos.

O mecanismo catalitico dos 2-iBes-metélicos sugerido por (Dunten et al., 2008) nao
se mostrou eficaz durante este estudo. Uma das hipéteses para a falha deste mecanismo
sera o facto deste complexo enzimatico precisar de trés ides metalicos para estabilizacdo
do centro ativo. Ao analisar todas as tentativas de reagdo com as diferentes abordagens,
verificou-se que o segundo Mg?* apresentava sempre uma posicéo distante do local M2
e aquando das tentativas da sua aproximacao ele voltava sempre ao ponto de partida.

Assim, sugere-se que este ido Mg?* se encontrava no local M3 (Horton & Perona,
2004; Pingoud et al., 2005) sendo necessario mais um ido Mg?*, de forma a poderem
ocupar as posi¢cdes M1, M2 e M3, passando assim a ser um mecanismo catalitico 3-ibes-
metalicos. Este mecanismo ja abordado por (Horton & Perona, 2004) é utilizado por
enzimas EcoRV (Horton & Perona, 2004, Little, Dunten, Bitinaite, & Horton, 2011; Pingoud
et al., 2005).

Esta hipétese podera ser o ponto de partida para um estudo futuro envolvendo esta

enzima.
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Anexo |
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Figura 27 Gréfico representativo da variacdo da temperatura (K) durante a DM do
dimero de SgrAl .
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Figura 28 Gréfico representativo da variacéo da pressao (atm) durante a DM do dimero
de SgrAl .
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Figura 29 Figura representativa da energia do Sistema durante a DM do dimero de SgrAl:
a linha vermelha representa a energia cinética, e a linha preta mostra a energia
potencial. A linha verde mostra o total.
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Anexo Il
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Figura 30 Gréfico representativo da variacdo da temperatura (K) durante a DM do

dimero de SgrAl com mutag&o no par de bases DC-DG.
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Figura 31 Gréfico representativo da variacéo da pressao (atm) durante a DM do dimero

de SgrAl com mutacéo no par de bases DC-DG.
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Figura 32 Figura representativa da energia do sistema durante a DM do dimero de SgrAl
com mutacao no par de bases DC-DG: a linha vermelha representa a energia cinética, e a
linha preta mostra a energia potencial. A linha verde mostra o total
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Anexo Il
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Figura 33 Gréfico representativo da variacdo da temperatura (K) durante a DM do

tetramero de SgrAl com iGes de Ca?*.
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Figura 34 Gréafico representativo da variagdo da presséo (atm) durante a DM do tetramero

de SgrAl com iGes de Ca?*.
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Figura 35 Figura representativa da energia do sistema durante a DM do tetramero de
SgrAl com ides de Ca?": a linha vermelha representa a energia cinética, e a linha preta

mostra a energia potencial. A linha verde mostra o total.
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Anexo IV
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Figura 36 Gréfico representativo da variacdo da temperatura (K) durante a DM do
tetramero de SgrAl com iGes de Mg?* e Lys neutra.
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Figura 37 Grafico representativo da variagdo da pressao (atm) durante a DM do tetramero
de SgrAl com iGes de Mg?* e Lys neutra.
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Figura 38 Figura representativa da energia do sistema durante a DM do tetramero de
SgrAl com ides de Mg?* e Lys neutra: a linha vermelha representa a energia cinética, e a

linha preta mostra a energia potencial. A linha verde mostra o total.
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Anexo V
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Figura 39 Gréfico representativo da variacdo da temperatura (K) durante a DM do

tetramero de SgrAl com iGes de Mg?* e Lys protonada.
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Figura 40 Gréafico representativo da variagdo da presséo (atm) durante a DM do tetramero

de SgrAl com ides de Mg?* e Lys protonada.
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Figura 41 Figura representativa da energia do sistema durante a DM do tetrdmero de
SgrAl com ides de Mg?* e Lys protonada: a linha vermelha representa a energia cinética,

e a linha preta mostra a energia potencial. A linha verde mostra o total.
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