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ABSTRACT

The organic halogen compounds, especially the solvents, are part of the life cycle of various products. Besides,
this class of molecules can sink into the environment as toxic residues/waste. Due to this fact, efforts and
investments are needed to build a structure capable of dealing with the waste generated from this activity. After
decades of advances, there is still massive disposal of these substances in the ecosystems. The haloalkane
dehalogenase enzyme is involved in the activity of degradation of a range of cyclical and aliphatic halogen
compounds. Hence, microorganisms that have these enzymes in their metabolism present a biotechnological
potential for applying biorremediation in contaminated environments. Computational models can predict the
efficiency of the catalytic power of these enzymes when exposed to the compounds that result from the
anthropogenic action. The hybrid computational methods of quantum chemistry/molecular mechanics (QC/MM)
are powerful tools for the exploratory process of enzymatic reactions. This research aims to apply computational
methods to study the efficiency of the haloalkane dehalogenase enzyme, The work method comprises the
performance of molecular dynamics simulation, using the AMBER family force fields. The hybrid calculations
were implemented through the program EasyHybrid, connected to the pDynamo software. From this
configuration and according to the results, the reaction path presents a slow step of Sny2 reaction, followed by
hydrolysis for the intermediary break and product formation. It was possible to prove that the size of the
quantum region and the halogen atom of the substrate directly impact the energetic barrier of the reaction.



RESUMO

Os compostos organicos halogenados, principalmente os solventes, fazem parte do ciclo de vida de diversos
produtos. Além disso, esta classe de moléculas pode penetrar no meio ambiente como residuos toxicos. Devido
a este fato, sdo necessarios esforcos e investimentos para construir uma estrutura capaz de lidar com os residuos
gerados nesta atividade. Apo6s décadas de avangos, ainda ha descarte massivo dessas substancias nos
ecossistemas. A enzima haloalcano desalogenase esta envolvida na atividade de degradacdo de uma variedade
de compostos halogenados ciclicos e alifaticos. Assim, microrganismos que possuem essas enzimas em seu
metabolismo apresentam potencial biotecnolégico para aplicacio de biorremediacdo em ambientes
contaminados. Modelos computacionais podem prever a eficiéncia do poder catalitico destas enzimas quando
expostas aos compostos resultantes da acdo antropica. Os métodos computacionais hibridos de quimica
quantica/mecanica molecular (QC/MM) sdo ferramentas poderosas para o processo exploratério de reacoes
enzimaticas. Esta pesquisa tem como objetivo aplicar métodos computacionais para estudar a eficiéncia da
enzima haloalcano desalogenase. O método de trabalho compreende a realizacao de simulacdo de dinamica
molecular, utilizando os campos de forca da familia AMBER. Os calculos hibridos foram implementados
através do programa EasyHybrid, conectado ao software pDynamo. A partir desta configuracao e de acordo com
os resultados, o caminho reacional apresenta uma etapa lenta de reagdo Sn2, seguida de hidrélise para a quebra
intermedidria e formacdo do produto. Foi possivel comprovar que o tamanho da regido quantica e o atomo de
halogénio do substrato impactam diretamente na barreira energética da reacao.
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A enzima haloalcano desalogenase estd envolvida na atividade de degradagdo de uma ampla gama de compostos ciclicos e alifaticos
halogenados. Deste modo, microrganismos que as possuem em seu metabolismo apresentam um potencial biotecnol6gico para
aplicacdo na biorremediacdo de ambientes contaminados. Os métodos computacionais sdo ferramentas no processo exploratério de
reacoes enzimaticas. Neste trabalho, foi avaliada a atividade da enzima haloalcano desalogenase no processamento e clivagem da
ligacdo entre o carbono e trés diferentes halogénios. Uma varredura da trajetéria de reacdo da enzima foi realizada para calcular a
barreira energética do processo. Dois métodos semi-empiricos distintos foram escolhidos para regidao QC. A interface EasyHybrid foi
utilizada como interface para realizagdo dos calculos e visualizacdo das etapas. Como era esperado os diferentes halogénios
apresentaram diferentes variacOes de energia de acordo com a trajetéria da reacdo inicial. A etapa hidrolitica e determinante para

reacao, requer uma importante contribuicao da HID.,.

Introducao

As enzimas sdo, naturalmente, entidades moleculares
responsaveis por acelerar os processos bioldgicos e sua
eficiéncia depende de um muiltiplo reconhecimento molecular?.
O quimico Linus Pauling estabeleceu o conceito que o
substrato é atraido para o sitio ativo da enzima por intermédio
de ligacoes fracas, e que, um estado de transi¢do é criado para
formacgdo do produto?. Deste modo, considerando o alto nivel
de especificidade entre a enzima e o substrato, torna-se
extremamente complexo compreender experimentalmente os
seus mecanismos. Por outro lado, hd um enorme interesse em
estudar e compreender o caminho dessas reacdes e os fatores
que influenciam a cinética dos mecanismos. Neste sentido,
ferramentas computacionais oferecem resultados com acuréacia
para auxiliar na busca por informacdes peditivas®. Este trabalho
conduz um protocolo de simulagdo hibrida para a avaliacdo in
silico} da enzima haloalcano desalogenase.

Desalogenases e 0 meio ambiente

Os microrganismos desempenham papéis importantes na
remediacdo de ambientes contaminados por organohaletos por
meio de enzimas desalogenases. Elas estdo naturalmente
disponiveis ou evoluidas paralelamente por se desenvolverem
em ambientes com maior concentracio de tais espécies
quimicas®. As vérias desalogenases catalisam a desalogenacdo
independente de cofatores e em condi¢des aerdbias ou
anaerébias®. Sdo capazes de processar diferentes substratos,
variando em tamanho e tipo do haletos. Koudelakova e
colaborares mostraram que as desalogenases tendem a ser menos
eficientes para compostos antropogénicos®. Este ponto é
importante, pois revela que as via metabolicas sdo, muitas vezes,
incompletas para processar estes tipos de compostos, o que
resulta em intermediarios téxicos que comprometerdo a
integridade do organismo.

Uma importante integrante desta classe é a enzima haloalcano
desalogenase, uma alfa/beta hidrolase que apresenta semelhanca
com outras familias de enzimas desalogenases. Uma investigacdo
dessas enzimas revelou um mecanismo de Sn2 envolvendo uma
triade catalitica’. No sitio ativo, o oxigénio carboxilato de um
aspartato inicia um ataque nucleofilico ao atomo de carbono do
substrato ligado no halogénio, assim, produzindo um ion haleto e
um intermedidrio alquil-enzima com uma ligacdo éster. O proximo
par acido-base atral uma molécula subsequentemente de 4gua para
produzir um hidréxido nucleofilico para um ataque ao carbono da
ligagdo éster. Isso gera um intermedidrio tetraédrico que
imediatamente se decompde para formar um é&lcool derivado do
substrato, protonado pelo hidrogénio da ativacdo da agua® Estudos
computacionais contribuiram para elucidar a etapa hidrolitica da
reacao de desalogenacdo em Sphingobium paucimobilis e propor
novos rumos para aplicacdo industrial destes microorganismos®.
Diante disso, hd uma quantidade substancial de informacoes
estruturais, cinéticas, mecanisticas e de modelagem molecular
disponiveis sobre as HDLs*'. Atualmente, o conhecimento sobre a
relacdo entre a estrutura e a funcdo destas enzimas torna-se
relevante para aplicagdes na biorremediacdo de poluentes
ambientais e biossensores de produtos toxicos'"'2

Métodos Hibridos QC/MM

A complexidade das enzimas e o amplo espectro de reacoes que
elas catalisam levaram a muitos debates sobre seus mecanismos e
principios cataliticos. As dificuldades técnicas experimentais de
estudar tais reacOes tornam esses questionamentos dificeis de
serem respondidos. Os métodos combinados de quimica quantica /
mecanica molecular (QC/MM ou QM/MM) sdo potentes
ferramentas na area de enzimologia computacional®. A técnica
permite que mecanismos de reacdes enzimaticas possam ser
testados, incluindo o efeitos de mutacoes.




A dinamica das proteinas também pode ser simulada,
identificando mudangas conformacionais que podem estar
associadas a reacdo. Os métodos QC / MM fornecem evidéncias
para apoiar hip6teses além das obtidas por técnicas
experimentais'*'°, fornecendo a descri¢do do potencial quantico
de tais sistemas porque podem determinar estrutura eletronica
dos primeiros principios e assim permitir o exploracdo de
processos, como quebra de ligacdo e formacdo, transferéncia de
carga e excitagao eletronica.

REGIAO MM X v REGIAO
@ - FIXA
an,: N
eV & N 4
N £ — T
Y o ]
| &
“/ 5
7 r

REGIAO
Qc

2

Fig.1 - Representacdo de um sistema utilizando potencias hibridos.

Fonte: O Autor

A estratégia em simulagGes hibridas QC/MM (figura 1) baseia-
se na escolha de reduzido nimero de atomos (sitio ativo e
substrato) que serdo tratados por QC, quaisquer outros atomos
do sistema serdo descrito por potenciais de MM!'®. Existe ainda
um termo hibrido do sistema que descreve as interagoes entres
as duas regides de interesse, permitindo que as cargas pontuais
classicas da regido MM exerca influéncia sobre densidade
eletronica na regido QC (efeito de polarizacdo)’. Essa
metodologia reduz drasticamente o tempo computacional da
simulacdo, limitado apenas pelo tamanho da regido QC
escolhida e pelo nivel de teoria utilizado.

A biblioteca pDynamo e a ferramenta EasyHybrid

O pDynamo é uma biblioteca de simulagdo gratuita e de codigo
aberto. Em sua atual versdo, é possivel realizar simulacdes MM,
utilizando-se de um dos campos de forca disponiveis (AMBER,
CHARMM ou OPLS”™, assim como QC, por meio dos métodos
semiempirico ou ab initio. O pacote pDynamo' foi
desenvolvido para simulacoes hibridas de QC/MM, juntando as
duas metodologias de forma eficiente®. desenvolveram uma
ferramenta grafica em colaboragdo com o Dr. Martin Field
(criador da biblioteca pDynamo) e o Dr. Troy Wymore, com
objetivo de ajudar novos usudrios a utilizarem essa biblioteca. A
interface, EasyHybrid'” - GTKDynamo (figura 2), foi construida
utilizando-se a linguagem Python e a biblioteca grafica GTK+ (a
mesma utilizada para a constru¢do do ambiente grafico GNOME
e programa GIMP).
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Fig. 2 - GTKDynamo ¢ implementado como uma janela PyMOL extra que

permite o acesso a uma ampla gama de recursos do pDynamo. As
funcionalidades da interface sdo apresentados na tabela 1.

Extraido de: BACHEGA, J. F. R. et al. 2013

Ela funciona como um médulo acoplado ao programa PyMOL? e
permite aos usuarios executarem rotinas basicas tais como; célculos
de energia, otimizacdo de geometria, calculo de modos normais e
dindmica molecular. Uma das princpais aplicacdes de métodos
hibridos QC/MM é o estudo de reagdes quimicas. Por essa razdo,
varias ferramentas computacionais especialmente destinadas a
modelagem de reagGes enzimaticas foram incorporadas ao
programa EasyHybrid. Dentre as principais podemos destacar a
varredura de coordenadas de reacao (Scan 1D e 2D) e amostragem
guarda-chuva (umbrella sampling).

Objetivo

O objetivo geral deste trabalho é aplicar simula¢des hibridas do
tipo quimica quantica/mecanica molecular para estudar o
mecanismo de acao da enzima haloalcano desalogenase. Para que o
objetivo geral fosse alcancado, os seguintes objetivos especificos
foram propostos:

*  Adquirir compreensdo da base teérica e do estado da arte
no que se refere as metodologias de estudo de
biomoléculas;

* Estudar e compreender a eficiéncia catalitica da enzima
haloalcano desalogenase para substratos com  atomos
cloro, bromo e fltior;

*  Desenvolver e aplicar um protocolo de simulagao hibrida;

*  Analisar os resultados das simulagdes.

Metodologia

Foram aplicados dois niveis diferentes de protocolo de simulacdo.
O sistema de QC/MM foi calculado por equagdes de dindmicas e
campos de forca, no qual foi amostrado estruturas reativas
representativas de potenciais para escanear possiveis caminhos de
reacao. A estrutura cristalografica da enzima foi o ponto de partida
do trabalho a partir do PDB:2FJ6. Um substrato de interesse foi
desenhado com origem nas coordenadas espaciais do atomo de
halogénio presente no sitio ativo da estrutura cristalografica.
Assim um novo substrato foi inserido na enzima gerando um
arquivo de entrada para a biblioteca complexo.pdb, além deste, um
outro arquivo somente do novo ligante lig.mol2 foi criado pois nao
h& modelos de cargas parciais parametrizados, como o caso dos
aminodcidos da enzima.




O input do ligante foi tratado com cargas parciais amlbcc
através do programa Antechamber e o input do complexo
tratado com campos de forca da familia AMBER. Para isso
foram utilizados o campo de forca GAFF (generic amber force
field), o ff99SB e o TIP3P para a 4gua. A montagem de cada
sistema enzimatico solvatado foi realizada no programa tleap,
compativel para os célculos hibridos e a determinacdo dos
caminhos de reagdes. O EasyHybrid acoplado ao programa
pDynamo foi utilizado como interface para os simulacdo com
métodos quanticos semi-empiricos AM1 e PM6. Um resumo da
metologia est4 apresentado pela figura 3.
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Fig. 3 - Resumo da metodologia desenvolvida para o trabalho.

Resultados e discussao

Nesta secdo serdo apresentados os resultados da avaliacdo in
silico do mecanismo da enzima haloalcano desalogenase da
Sphingomonas paucimobilis UT26 (LINB). A partir do Czsz 0
sistema foi definido por um raio de 25 A . Do centro até 20 A os
atomos foram relaxados e os 5 A externos deste raio foram os
atomos fixos . A minimizacdo de energia foi realizada em 200
passos e o resultado esta apresentado na figura 4.
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Fig 4 - Aplicacdo do potencial de MM e minimizagdo de energia dos sistemas.
O gréafico de otimizacdo de energia para os casos dos substratos ligados aos
halogénios cloro, bromo e flior.

O resultado apresentado pela minimizacdo de energia demonstra
uma sutil diferenca na estabilizacdo do sistema em relagdo aos
halogénios. De acordo com as energias dos sistema, o modelo
com cloro e bromo alcancam os mesmo valores de estabilidade,
enquanto o complexo com flior apresenta resultados mais altos.
Para a avaliacdo dos residuos determinantes a serem incluidos na
regido QC foram propostos 5 modelos de simulagdo para o caso
do complexo com o atomo de cloro como representante dos
halogénio (figura 5).

O primeiro modelo QC incluiu apenas os dtomos envolvidos na
Sn2 e os responsaveis pela estabilizagdo do haleto (QC = 9). A
incorporacdo dos demais atomos do ASPis e do LIGies
representam QC = 23. Para a regido QC = 57 foram incluidos os
residuos completos do sitio de estabilizacdao do haleto (TRPi3s e
ASNgz;). As demais regides foram crescendo de tamanho pela
inclusdo dos residuos de HIDy7,, GLUj3;, PHE 50, HIE 106, GLY3; €
duas moléculas de H.O.

Variacao da energia em diferentes regides QC
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Fig. 5 - Gréfico dos resultados da simulacdo com diferentes tamanhos
da regido QC para a desalogenacdo do cloro.

No gréfico o eixo X representa a diferenca entre as distancias 1 e
2. A dist1 nos diz o quanto o Claxxg e Cya3o Se afastam no caminho
da Sn2, enquanto a dist2 é a aproximacao entre 0 Oi3s € do Caaso.
A medida que a dist] é maior do que a dist2 a reacdo de
desalogenacao se desloca em direcdo da formagao dos produtos.
Por achados da literatura®, sabe-se que a barreira energética
calculada por métodos ab initio é de 20 kcal.mol' . Dados
experimentais reveleram que a barreira energética da
desalogenacdao de organohaletos com cloro catalisada pela
haloalcano desalogenase é de 15.3 kcal.mol"! . Os resultados
obtidos neste trabalho para a barreira energética da etapa S2
estdo dispostos na tabela 1. Sendo a proposta inicial deste
trabalho seguir com o refinamento dos resultados com a
aplicacdo de métodos ab initio, a regido preferida foi a QC =
101. Por outro lado, a regido que mais se aproxima do valor
experimental da desalogenacdo é a QC = 23.

Tabela 1 - Resumo das barreiras energéticas calculadas em relagdo ao
tamanho da regido quantica.

Regido QC Carga do sistema AE (kcal.mol!)
9 -1 24,30
23 -1 15,44
57 -1 18,32
101 -2 19,67
154 -2 19,49

Quando a contribuicdo da regido MM é desconsiderada no
calculada da energia potencial os valores de barreira energética
assumem valores que se afastam dos descritos pela literatura. Os
resultados deste experimento estdo apresentados na figura 6 e
pela tabela 2.

Tabela 2 - Resumo das barreiras energéticas calculadas sem considerar
o termo MM.

Regido QC Carga do sistema A E (kcal.mol™?)
9 -1 26,98
23 -1 27,66
57 -1 33,19
101 -2 77,67
154 -2 78,99




Calculo das barreiras energéticas sem o termo MM
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Fig 6 - Gréfico dos resultados da simulagdo com diferentes tamanhos
da regido QC para a desalogenagdo do cloro. Neste caso, o termo MM
é desconsiderado da fungdo de energia.

O desvio destes valores era esperado, uma vez que, a
contribuicdo da regidlo MM ¢é responsavel pela estrutura
conformacional do complexo e sabe-se que o o mecanismo
enzimatico vai além do que somente o sitio ativo. Além disso, o
termo hibrido de fronteira também é excluido do resultado da
energia, portanto, além da incorporacdo mecanica aqui também
o sistema perde na incorporagao polarizavel.

Para o tamanho de regido QC preferido foram geradas
simulagbes da etapa de Sx2 para os sistemas com os trés
halogénios e os resultados estdo apresentados na figura 7 e
dispostos na tabela 3 .
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Fig 7 - Gréfico dos valores de energia potencial obtidos nas reagoes
de SN; dos halogénios. O tamanho da regido QC foi definido em 101
atomos e os métodos semi-empiricos foram o AM1 e PM6.

Tabela 3 Resumo das barreiras energéticas calculadas para
os halogénios e métodos AM1 e PM6.

Método semi-empirico Halogénio AE (kcal.mol)
AM1 F 36,35
AM1 Cl 19,67
AM1 Br 18,31
PM6 F 27,70
PM6 Cl 19,40
PM6 Br 19,38

As figuras 8 e 9 revelam a posicdo da 4dgua hidrolitica no
inicio da segunda etapa da reagdo. Na proposta deste trabalho
a trajetoria foi varrida em duas dimensdes, em que, a agua
deve ser desprotonada pela HID, e a hidroxila (4gua ativada)
agindo como nucledfilo na hidrélise do produto.

_0

2.1008

Fig. 9 - O deslocamento da molécula de 4gua durante a primeira etapa do
mecanismo e a importancia dela pertencer ao conjunto de atomos QC. Quando
comparamos a posi¢do da H,O com a da figura 8 é possivel observar que a 4gua
se aproxima em 0,5 A da carbonila que posteriormente ser4 hidrolisada apés o
final da Sx2.

As cargas atomicas dos representantes centrais da reacdo de SN,
foram calculadas pelo software PRIMoRDIa e a mudangas ao
longo da reacdo estdo apresentadas na figura 10. Apds o inicio
da reacdo e o estiramento da ligacdo entre o halogénio e o
carbono, as cargas variam até o ponto, em que, o carbono esta
mais suscetivel para um ataque eletrofilico e sofre o ataque do
O30 do ASPq;. Ap6s reacdo superar a etapa lenta, o substrato e
a enzima foram um intermediério do tipo esterificado, em que, o
carbono termina a reacdo com uma carga mais positiva do que a
inicial.

Variagdo das cargas x passos da reagao

0.4 1 —e— Cly29
—o— O1305

Passo da reacao

Fig. 10 - Gréficos da variagdo das cargas dos atomos centrais da reacdo de Sn2.

Para um melhor compreendimento da segunda etapa da reacdo,
duas moléculas de dgua foram incluidas na regido QC desde a
primeira etapa, de modo que ao final da varredura suas posicoes
fossem registrada ao longo do mecanismo. De acordo com os
resultados obtidos na varredura das coordenadas da etapa
hidrolitica, a barreira do potencial energético apresentado é
minimamente menor que a primeira etapa.




Pelo gréfico da figura 11, é possivel observar que, a medida

que a distancia entre 0 Cisu do residuo ASPipy e 0 Os0 da
dgua diminui ha duas regides de estabilidade representadas
pelos pocos azuis (R e P). Quando o comprimento dessa
distancia é 1,5 A ha somente um poco de estabilidade, sendo
possivel a reacdo transitar até ele quando a variacdo das
distancias da desprotonacdo da agua (eixo X) esta entre 0,5 e
1,5 A. Portanto, o caminho da reacio depende da aproximacio
do Hupe dd 4gua e do Niws da HID»p», assim como, da
aproximacdo do Ciss do residuo ASPip; € 0 Ou9 da agua.
Quando essas distancias estdo proximas o suficiente para
formar novas ligacdes, o caminho da reagdo segue entre os
dois pogos de equilibrio representados pelas areas mais azuis
do grafico. Por fim, para que a reacdo possa transitar entre as
zonas de equilibrio é necessdrio ultrapassar uma barreira de 80
kJ. mol! (ES). Assim, estes resultados propdem que o
mecanismo da reacdo de desalogenacao pela enzima
haloalcano desalogenase é iniciado por uma etapa lenta de
SN, formacédo de um intermedidrio, seguido de hidrélise para
formacdo de um produto alcodlico, conforme a apresentado
pela figura 11.
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. 1) _—
U 2.0 125
| 1.8 100
S16 75
1.4 20
1.2 23
0

-1.5-1.6-0.50.0 0.5 1.0 1.5 2.0

d(O4p19 = Haoz0) = d(Hao20 = Na79s5)

Fig 11 - Gréficosde superficie 2D do perfil energético em relacdo a
variagdo das distdncias entre os atomos selecionados para a
varredura da reagao.

Conclusao

Neste trabalho foi investigado o mecanismo de reacdo da
haloalcano desalogenase de \textit{ Sphingomonas
paucimobilis} UT26 (LINB) usando uma variedade de
potenciais hibridos QC/MM. Baseado na literatura e na
combinacdo deste protocolo de simulacdo encontrou-se um
mecanismo de duas etapas com a formacdo de um
intermediario. Este mecanismo consiste em uma etapa lenta
referente a reagdo de SN, em que, as barreiras energéticas
foram calculadas a partir de 5 regides QC. No modelo QC com
23 4tomos o resultado foi o mais aproximado do wvalor
experimental de desalogenacdo do cloro. A reacdo segue com
a liberacdo do complexo enzima-substrato por uma hidrélise e
a formacdo de um élcool correspondente. De acordo com os
resultados obtidos, a enzima haloalcano desalogenase ndo é
capaz de clivar a ligacdo entre o carbono e o fltor, visto que,
essa reacdo excederia uma barreira energética de no minimo
27,70 kcal.mol.

Para o caso do halogénio ser um atomo de cloro, o método AM1 e
a regido quantica com 23 4tomos apresentou o resultado mais
aproximado dos dados experimentais disponiveis na literatura.
Também foi possivel comparar a relacdao entre o tamanho de cada
regido quantica com a barreira energética envolvida na reagdo. Por
fim, a contribuicdo da regidlo MM e da regido de fronteira na
funcdo resposta da energia foi avaliada como fundamental para
alcancar valores aproximados aos da literatura.

Dentre as limitagoes da execucdo do trabalho, destaca-se o alto
custo computacional das simulagoes. Tal fator foi um impeditivo
para a realizacdo da aplicacdo de métodos ab initio e amostragens
guarda-chuva para as trajetdrias obtidas. Essas etapas sdo propostas
de trabalhos futuros, a partir dos quais poderdo ser obtidos
resultados com redugdo de incertezas.

Fig. 12 - Representacdo simplificada das etapas da desalogenacdo. A)
Posicdo do substrato ap6s a otimizacdo de energia. B) Intermediario
da reagéo de Sn2. C) Produto final da hidrdlise.
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