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RESUMO

A forma particulada da enzima metano monooxigenase (pPMMOQO) é a forma mais abundante
encontrada em organismos metanotroficos (organismos que usam metano como fonte de
energia), além da forma particulada, essa enzima pode ser encontrada também na forma soltvel
(SMMO, menos abundante). Esses organismos séo responsaveis pela conversdo de metano a
metanol, em condi¢gdes ambientes. A pMMO mesmo sendo a forma mais abundante desta classe
de enzimas, ainda existe discussdes acerca do seu sitio catalitico, como por exemplo, se ha ou
ndo dgua em sua primeira esfera de coordenacdo (tendo em vista que o sitio catalitico tem
grande exposicao ao solvente). A pMMO apresenta uma caracteristica semelhante a outra classe
de enzimas chamada de Lytic Polysaccharide Monooxygenases (LPMO) (a LPMO atua na
guebra oxidativa de ligacdes C-H em polissacarideos promovendo a degradacdo destes
biopolimeros), ambas apresentam um residuo histidina coordenado via modo “braco de
histidina”. Devido a essa semelhanca estrutural entre os sitios ativos dessas enzimas, bem como
0s respectivos mecanismos de acdo (oxidacdo de alcanos e acUcares), tem fornecido base para
a hipétese de que o sitio catalitico da pMMO possa ser na verdade, um centro mononuclear de
cobre coordenado por trés histidinas e ndo um centro binuclear de cobre, como se pensava
anteriormente. Neste trabalho, foi investigado ao nivel molecular as propriedades estruturais e
eletrdnicas do sitio mononuclear de cobre principal candidato a sitio catalitico da enzima
pMMO. A combinacdo dos resultados de dinamica molecular e de calculos dos parametros de
ressonancia paramagnética eletronica (RPE) realizados utilizando a teoria do funcional da
densidade, juntamente com comparagdes com dados experimentais de RPE, levou a proposi¢édo
de que o sitio catalitico da pMMO seja um complexo mononuclear de cobre coordenado pelos
residuos His*3, His™*” e His'* no eixo equatorial, e por duas moléculas de agua no eixo axial,
sendo uma dessas moléculas de agua mais labil o que pode sugerir uma coordenacdo mais
frouxa ao ion cobre fazendo com o que ao longo do tempo, sob presenca de meio solvente, o
sitio da pMMO alterne entre uma estrutura octaédrica distorcida e uma estrutura piramidal de
base quadrada com coordenagdo 5. Um estudo com trés funcionais de troca-correlacao revelou
qgue o funcional BHANDHLYP apresentou o melhor desempenho para os célculos dos

parametros de RPE.

Palavras-chave: pMMO, DFT, Dinamica Molecular, EPR.



ABSTRACT

The particulate form of the enzyme methane monooxygenase (PMMO) is the most abundant
form found in methanotrophic organisms (organisms that use methane as an energy source), in
addition to the particulate form, this enzyme can also be found in soluble form (SMMO, less
abundant). These organisms are responsible for converting methane to methanol under ambient
conditions. PMMO even though it is the most abundant form of this class of enzymes, there are
still discussions about its catalytic site, such as whether or not there is water in its first
coordination sphere (considering that the catalytic site has great exposure to the solvent). The
PMMO has a characteristic similar to another class of enzymes called Lytic Polysaccharide
Monooxygenases (LPMO) (LPMO acts on the oxidative breakdown of C-H bonds in
polysaccharides promoting the degradation of these biopolymers), both have a coordinated
histidine residue via "histidine brace™ mode. Due to this structural similarity between the active
sites of these enzymes, as well as the respective mechanisms of action (oxidation of alkanes
and sugars), it has provided a basis for the hypothesis that the catalytic site of pMMO may
actually be a mononuclear copper center coordinated by three histidines and not a binuclear
copper center, as previously thought. In this work, was investigated at molecular level the
structural and electronic properties of the copper mononuclear site of the enzyme pMMO. The
combination of molecular dynamics results and calculations of electronic paramagnetic
resonance (EPR) parameters performed using the density functional theory, and comparisons
with experimental EPR data, led to the proposition that the pMMO catalytic site is a
mononuclear copper complex coordinated by the residues His®®, His®’, and His!*® on the
equatorial axis and by two water molecules on the axial axis, with one of these water molecules
being more labile which may suggest looser coordination to the copper ion, which over time,
under the presence of the solvent medium, the pMMO site alternates between a distorted
octahedral structure and a pyramid structure with a square base with coordination 5. A study
with three exchange-correlation functionals revealed that the BHANDHLYP functional

presented the best performance for calculating EPR parameters.

Keywords: pMMO, DFT, molecular dynamics, EPR.
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1 INTRODUCAO

1.1 CATALISE POR ENZIMAS

A origem da palavra enzima (como entendido atualmente, como catalisador bioldgico),
tem um processo histérico um pouco longo, isso porque nos anos 1800 (século XIX) ainda se
tinha uma discussdo sobre se havia uma “forga vital” associadas as reagdes ocorridas nos
organismos vivos (PUNEKAR, 2018). Quando Payen e Persoz usaram o termo “diastase” em
1833, para descrever a atividade hidrolitica do amido, o termo foi utilizado para descrever um
catalisador de origem bioldgica, e em 1903 quando Victor Henri escreveu um livro sobre
catalise enzimatica, usou o termo “diastase” para classificar uma enzima. Outros cientistas
franceses também usaram o termo para definir as enzimas, o sufixo -ase que € usado ainda hoje
para classificacbes de enzimas foi recomendado por Duclaux em 1898 (PUNEKAR, 2018).

Além do termo diastase, o termo fermento também foi utilizado para descrever as
enzimas, até o fim do século XX, s apés o trabalho de Buchner em 1897, que demonstrou que
leveduras poderiam converter sacarose em alcool (sem o “fermento vivo”), Frederick W. Kiihne
deu o nome de enzimas para as moléculas que foram detectadas por Buchner (LEHNINGER,;
COX, 2014; PUNEKAR, 2018). O termo enzima, como conhecemos hoje, é definido pela
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) (1981), que diz que uma
enzima é uma proteina que atua como catalisador.

Para seu funcionamento, algumas enzimas ndo necessitam de outros grupos quimicos,
ja outras necessitam de um componente quimico adicional que é chamado de co-fator, pode ser
um ou mais ions inorganicos (Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, V ou Mo), ou ainda, alguma uma molécula
organica ou metalorganica, conhecida como coenzima (LEHNINGER; COX, 2014; OSORIO,
2007).

O papel fundamental de uma enzima € acelerar o processo reacional, ou seja, atuar
como catalisador. Neste caso, a reacdo quimica ocorre numa regido especifica da estrutura da
proteina denominado sitio ativo, e a molécula que se liga a esse sitio ativo é denominada de
substrato (S). O sitio ativo é composto por um determinado nimero de residuos de aminoacidos
que interagem especificamente com o substrato, e quando este se liga ao sitio ativo ocorre a
formagéo de um complexo enzima-substrato (ES) a partir do qual a reagdo prossegue até a etapa
final onde a enzima é regenerada e o produto (P) é formado (COOPER; HAUSMAN, 2007;
LEHNINGER; COX, 2014).
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E possivel avaliar uma reacio enzimatica analisando a variacdo da energia livre de
Gibbs em funcéo de uma dada coordenada de reacdo, o que gera o chamado perfil energético
da reacdo como o apresentado na figura 1. A enzima atua gerando um caminho de reacao
alternativo que leva a formacdo do produto da reacdo passando por barreiras de ativacao
consideravelmente menores do que o que ocorre na rota ndo catalisada. O papel da enzima é
acelerar a conversdo do substrato S no produto P sem modificar o equilibrio do processo
(LEHNINGER; COX, 2014).

Figura 1. Variagdo da energia livre de Gibbs de uma reacdo, em fungdo da coordenada de

reacédo catalisada e ndo catalisada por enzima.

1 .
AG ndo catalisada

AG* catalisada

Energia Livre, G

Coordenada de reacdo

Fonte: Autores (2020).

Catalisadores de um modo geral sdo moléculas que atuam sobre um dado processo
reacional proporcionando uma rota alternativa para a conversao de reagente em produtos, que
apresenta uma menor barreira de ativacdo em comparagéo a reagdo gque ocorre sem a presenca
de um catalisador (ILLANES, 2008).

Reacdes bioguimicas, ou seja, reagdes que ocorrem em células vivas, precisam ser
catalisadas para que o funcionamento bioldgico dos seres vivos continue seu funcionamento
normal, os catalisadores dessas reagcdes em organismos vivos sdo as enzimas (ILLANES, 2008;
S@RUP, P. (IPTS), TILS, C. (IPTS), WOLF, 1998).

As enzimas sdo classificadas em seis familias de acordo com IUBMB (1981), que sé&o:
Oxirredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases (ILLANES, 2008).

Basicamente, 0 nome ja traz uma ideia de que tipo de reacdo essas enzimas catalisam.
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As oxirredutases fazem transferéncia de elétrons (reagcGes de oxirreducdo), as
transferases sdo responsaveis pela transferéncia de grupos; as hidrolases fazem reagfes de
hidrolise (transferem grupos funcionais para a agua); as liases séo responsaveis pela quebra das
ligacbGes C-C, C-O, C-N ou outras ligacdes por eliminacdo, rompem ligagcdes duplas ou anéis
ou adicionam grupos a ligacdes duplas; as isomerases sdo responsaveis pela transferéncia de
grupos dentro de uma mesma moléculas para produzir formas isoméricas e por fim; as ligases
sdo responsaveis pela formacéo das ligagdes C-C, C-O, C-S e C-N, por reagdes de condensacédo
acopladas a hidrélise de Trifosfato de Adenosina (ATP) (LEHNINGER; COX, 2014).

Sem a acdo de uma enzima, reacdes bioldgicas (reacfes de digestdo, enviar sinais
nervosos, contragdo muscular, dentre outras), ndo ocorreriam na velocidade adequada, entéo as
enzimas preparam um ambiente adequado para que as reacdes possam ocorrer de maneira mais
eficiente (LEHNINGER; COX, 2014).

A catdlise enzimética encontra-se dentro de uma éarea maior, a biocatalise. Em
biocatalise, os catalisadores enzimaticos (enzimas) sdo chamados de biocatalisadores. Existem
varias vantagens em usar biocatalisadores. A area de biocatalise tem ocupado um lugar de
destague na quimica moderna, principalmente no desenvolvimento de produtos quimicos de
forma mais ecologicamente correta, sustentavel e mais barata quando comparada com outras
tecnologias quimicas (ADAMS et al., 2019). Os biocatalisadores podem usar condi¢fes amenas
em vérias reagBes quimicas, encurtar rotas sintéticas, gerar menos subprodutos e residuos,
evitam o uso de reagentes toxicos, tem melhores quimio, regio e estereosseletividade, dentre
outras vantagens (ADAMS et al., 2019; SUN et al., 2018).

Um bom exemplo de catélise quimio-enzimética € mostrado no trabalho publicado por
Abdelraheem; et al. (2019), em que os autores relatam um processo quimio-enzimatico
proposto pela Dupont para producdo do &cido glicdlico. O método proposto é mais simples, e
com rotas de reacdo que levam a condigdes de reagdo menos severas e a obtencdo de produtos
com maior grau de pureza. Nessa reacdo, formaldeido e cianeto na presenca de hidroxido de
sodio, reagem para produzir gliconitrila com alta pureza e rendimento, e em seguida é catalisada
por uma nitrilase (produzida pela Escherichia coli) em glicolato de aménio, em seguida, o &cido
é liberado do sal de amdnio por cromatografia de troca iénica. O processo, no geral, produz
mais de 1 kg de acido glicélico por grama de célula, sem a necessidade de destilar ou cristalizar.
Neste sentido e com esse exemplo pratico, percebe-se que a biocatalise € um campo de pesquisa
importante para lidar com problemas préticos enfrentados pela sociedade moderna,

principalmente em relagdo a questdes ambientais e energéticas.
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De qualquer forma, um ponto central € tentar entender qual a origem da extraordinaria
eficiéncia catalitica de um sistema enzimatico. As enzimas catalisam reacGes de modo
extremamente rapido e com um alto grau de seletividade. De maneira geral, uma enzima catalisa
uma unica reagdo quimica ou um conjunto de reac6es intimamente relacionadas. Desta forma,
reacOes paralelas que levam a formagdo de produtos secundéarios, que geralmente ocorrem em
reacfes ndo catalisadas, dificilmente acontecem quando a reacdo principal € conduzida na
presenca de uma enzima.

As enzimas sdo moléculas que apresentam um elevado numero de atomos em sua
estrutura molecular. A maioria das enzimas sdo constituidas de mais de 100 aminoécidos, o que
lhes da uma massa molecular geralmente maior do que 10 KDA e um didmetro de mais de 25A
(LEHNINGER; COX, 2014). No entanto, apesar do grande nimero de atomos presentes na
estrutura molecular de uma enzima, a atividade, e principalmente, a seletividade, apresentadas
por essas espécies na catélise de diferentes reacbes quimicas estdo diretamente relacionadas
com a interagdo do substrato com uma pequena parte de sua complicada estrutura molecular,
gue é conhecida como sitio ativo (DA SILVA, 2013). Tem sido postulado que a forma do sitio
ativo é perfeitamente adaptada para orientar a ligacdo de um substrato numa configuracéo 6tima
para que a reacdo aconteca (KOKKINIDIS; GLYKOS; FADOULOGLOQOU, 2012; ZINOVJEV;
TUNON, 2018). Com isso, para um entendimento detalhado sobre a eficiéncia catalitica é
fundamental tentar compreender quais séo 0s eventos cruciais que ocorrem durante a interacdo
do substrato com a regido do sitio ativo da enzima, 0 que exige dentre outras coisas, um
conhecimento detalhado sobre a estrutura e natureza quimica dos grupos que formam o sitio

ativo.

1.2 ENZIMA pMMO: UMA REVISAO

A enzima que representa o tema central deste trabalho, é uma enzima da familia das
Metano Monooxigenases (MMOs), cujas enzimas atuam na oxidagdo do metano convertendo-
0 a metanol em condi¢Ges ambientes. Enzimas da classe das Metano Monooxigenases S&o
enzimas encontradas em organismos metanotréficos (que utilizam metano como sua Unica fonte
de energia). Nesses organismos sdo encontrados dois tipos de monooxigenases: uma na forma
totalmente soltvel (SMMO), e outra na forma particulada presa a uma membrana (pMMO).
Dentre essas formas, a forma particulada € a mais abundante na natureza (ROSS, et al., 2019;
ROSS; ROSENZWEIG, 2016, HANSON; HANSON, 1996). Essas duas enzimas diferem na
natureza e estrutura quimica de seus sitios ativos. A forma solGvel (sSMMO) por exemplo,
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possui um centro dinuclear de ferro, ja com relacdo a forma particulada, estudos recentes
indicam a possibilidade de ser um sitio mononuclear de cobre ao invés de um sitio dinuclear
como se pensava anteriormente (Da SILVA, et. al, 2016; ROSS; et al., 2019).

O metano ambiental tem atraido aten¢do como um matéria-prima porque existe como
um componente principal do gas natural, gas de xisto! e biogas. Desta forma, esta presente no
nosso planeta em abundancia. Apesar da alta estabilidade e baixa reatividade da ligagdo C-H
no metano, os metanotréficos podem ativa-la por meio da enzima monooxigenase e utilizar o
metano como Unica fonte de carbono e energia (ISHIKAWA; et al., 2018). Portanto,
metanotréficos hd muito tempo séo considerados cepas promissoras para oxidar biologicamente
0 metano e converté-lo em valiosos produtos (ISHIKAWA,; et al., 2018).

Este subtdpico sera escrito em formato de linha de tempo, tentando mostrar de uma
forma mais geral, os principais trabalhos que foram publicados desde 2005 até os dias atuais
sobre a estrutura e composicdo quimica do sitio ativo da pMMO, assim como possiveis
mecanismos de reagao propostos. Inicialmente, € mostrado o qudo relevante é o tema dentro da
perspectiva de trabalhos publicados ao longo dos Gltimos dez anos (2011-2020), e em seguida,
sdo descritos os principais trabalhos que foram propostos nos altimos cinco anos (2015-2020).

A primeira estrutura cristalografica da pMMO foi determinada em 2005, em uma
resolucéo de 2,8 A, por Liberman e Rosenzweig. Os resultados desse estudo revelaram que a
PMMO tem uma estrutura trimérica em que cada protdmero? é formado por trés subunidades
denominadas pmoA (a, ~ 47 kDa), pmoB (B, ~24 kDa) e pmoC ((y, ~22 kDa). A composi¢ao
estrutural de cada uma dessas trés subunidades forma um trimero cilindrico asPsys com

aproximadamente 105 A de comprimento e ~ 90 A de didmetro (ver figuras 2a e 2b).

1 O gas de xisto é um gas que é encontrado em sedimentos de rochas (chamados de xisto) e pode ser extraido por
fraturamento hidréulico de alto volume e perfuragdo horizontal de preciséo (HOWARTH, 2014).

2Algumas proteinas sdo compostas por uma Unica cadeia polipeptidica, outras tem mais de uma cadeia
polipeptidica e sdo chamadas de proteinas multi subunidades. Neste caso, essas proteinas multi subunidades podem
ser idénticas ou diferentes, se pelo menos duas forem idénticas a proteina é chamada de oligomérica e as unidades
idénticas (uma ou mais cadeias polipeptidicas) estas sdo chamadas de protdmeros, cada uma designada por uma
letra grega (o e B, por exemplo) (LEHNINGER; COX, 2014).
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Figura 2: Representacdo do trimero da pMMO. (a) Vista paralela ao eixo normal a
membrana (visao lateral). (b) Vista perpendicular ao eixo normal da membrana (visao de
cima). Os protdmeros estdo mostrados em vermelho, amarelo e azul.

Membrana Y086

LA A A A A A Al

Fonte: Autores (2020).

A regido da pMMO que se encontra presa a membrana é formada pelo conjunto de alfa
hélices mostradas na figura 2(a). Ja a regido localizada acima dessas alfas hélices representa a
parte soltvel. Trés diferentes centros metalicos foram sugeridos a partir dessa estrutura
cristalografica. Um centro mononuclear de cobre localizado no dominio soltvel da subunidade
B (pmoB). Este centro metalico tem sua primeira esfera de coordenacao formada pelos residuos
His*8, His’? e GIn*®* (figura 3(a)). O segundo centro metalico, também presente na parte solGvel
da pMMO, foi originalmente modelado como um complexo binuclear de cobre contendo na
primeira esfera de coordenagio os residuos His*3, His'® e His!®, onde o residuo His*® esta
coordenado de modo bidentado através de um dos nitrogénios do grupo imidazol e via o
nitrogénio N-terminal de sua cadeia lateral (Figura 3(b)). Este tipo de coordenacdo néo
convencional da histidina tem recebido o nome de “brago de histidina” (também chamada de
bracadeira de histidina). O terceiro centro metalico, localizado na subunidade pmoC, foi
modelado como um complexo mononuclear de zinco contendo os residuos Asp'®®, His'®, His'"?
e Glu'® como ligantes (Figura 3(c)) (LIEBERMAN; ROSENZWEIG, 2005).
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Figura 3: Possiveis centros metélicos da pMMO. (a) Complexo mononuclear de cobre.
(b) complexo binuclear de cobre. (c) Complexo mononuclear de zinco.

Coordenagdo N-terminal

(a) (b) ()

Fonte: Autores (2020).

Existe ainda a possibilidade de que algumas moléculas de 4&gua possam estar presentes
em regides proximas dos centros metalicos, principalmente dos localizados na parte soluvel,
inclusive compondo a primeira esfera de coordenagéo (ROSS et al., 2019). No entanto, em 2,8
A de resolucdo ndo é possivel determinar de forma suficientemente precisa quais sdo 0s
principais residuos e/ou moléculas de solvente préximas ao sitio ativo, 0s quais podem exercer
um papel importante no processo catalitico global (LIEBERMAN; ROSENZWEIG, 2005;
ROSS et al., 2019).

Alguns anos a frente, em um artigo publicado por Balasubramaniam; et al. (2010), os
autores mostraram que a pMMO era uma enzima dependente de cobre (metaloenzima) e nédo
ferro (como acontece na forma solivel SMMO), e que o sitio ativo estava localizado na
subunidade B (pmoB), sendo também um sitio binuclear de cobre (como proposto por
Lieberman e Rosenzweig (2005). Esse estudo trouxe mais bases para fundamentar as propostas
originais de Lieberman e Rosenzweig, que apontavam o centro binuclear de cobre como
principal candidato para sitio catalitico da pMMO, a estrutura utilizada neste trabalho foi a
mesma estrutura cristalografica obtida por Lieberman e Rosenzweig (2005), com 2,8 A de
resolucdo. Agora, 0 proximo passo seria propor um mecanismo razoavel que explicasse a
conversdo do metano a metanol e quais seriam 0s estados de oxidacdo do cobre.

Em um estudo publicado por Da Silva; et al. (2016), os autores realizaram um estudo

computacional utilizando métodos da Teoria do Funcional de Densidade (DFT — do inglés,
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Density Functional Theory) considerando um modelo binuclear de cobre como o sitio ativo da
PMMO, e propuseram um mecanismo de reagdo para a oxidacdo do metano. Basicamente, 0s
autores propuseram que a formacao de uma espécie bis(u-oxo) Cu (111)2 seria energeticamente
mais favoravel para a oxidagdo que uma espécie (HU-n?m?-peroxo) Cu (1), via mecanismo
concertado com formagéo de radical, sendo a energia de ativagio de 18,6 kcal mol™t. Os
resultados desse estudo se juntaram a outros obtidos com diferentes modelos de sitio catalitico
e metodologias computacionais, e mostrou que o mecanismo via formacao de radical também
seria uma alternativa (SHIOTA; JUHASZ; YOSHIZAWA, 2013; SHIOTA; YOSHIZAWA,
2009; YOSHIZAWA; SHIOTA, 2006). Porém, todos esses estudos citados apresentam como
principal limitacdo a auséncia de uma estrutura cristalografica de boa resolucéo, o que acarreta
em davidas sobre a real composicao do sitio ativo da enzima pMMO. Com uma resolucédo de
2,8 A ndo é possivel obter detalhes sobre a estrutura quimica do sitio catalitico, o que é
fundamental para se entender o mecanismo de ag¢do da enzima.

Outro ponto importante sobre a natureza quimica do sitio catalitico da pMMO surgiu a
partir de estudos recentes envolvendo uma nova classe de enzimas monooxigenases de cobre,
denominada LPMO (LPMO - Lytic Polysaccharide Monooxygenases) (LO LEGGIO; et al.,
2015; QUINLAN; et al., 2011; VAAJE-KOLSTAD; et al., 2010). Os resultados desses estudos
trouxeram a tona questionamentos sobre a real estrutura quimica do centro catalitico da pMMO.
A LPMO atua na quebra oxidativa de ligagdes C-H em polissacarideos promovendo a
degradacdo destes biopolimeros, incluindo a celulose. Ao contrério da situacdo envolvendo a
pMMO, varios estudos cristalograficos tém sido feitos para a elucidacdo estrutural da LPMO.
A estrutura da LPMO determinada em 1,5 A de resoluc&o revelou que seu sitio ativo é formado
por um complexo mononuclear de cobre cuja primeira esfera de coordenacdo é composta por
uma histidina coordenada através do nitrogénio do anel imidazol e por um residuo histidina
coordenado via modo “bragadeira”, similar ao modelado para o centro binuclear de cobre da

pMMO (LO LEGGIO et al., 2015) (ver figura 4).
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Figura 4: (a) Sitio ativo da enzima LPMO (Cddigo PDB:4EIR). (b) Sitio binuclear da
enzima pMMO (Codigo PDB:1YEW).

“bracadeira”

Fonte: Autores (2020).

De todas as enzimas contendo cobre até entdo identificadas, apenas a LPMO e a pMMO
apresentam um residuo de histidina coordenado via modo bracadeira. Essa semelhanca
estrutural Unica entre o0s sitios ativos dessas enzimas, assim como 0s respectivos mecanismos
de acdo (oxidacéo de alcanos e agucares), tem dado base para a hipdtese de que o sitio catalitico
da pMMO possa ser na verdade, um centro mononuclear de cobre coordenado por trés histidinas
(KJAERGAARD et al., 2014; LEE; KARLIN, 2015). Vale destacar que, assim como na
pMMO, a coordenacdo do tipo bracadeira de histidina é uma caracteristica conservada em todas
as enzimas LPMO até entdo caracterizadas. Assim, uma vez que este tipo de coordenacéo se
mostra crucial para a estrutura dos sitios cataliticos das enzimas LPMO e pMMO, é de se
esperar que 0 mesmo exerca um papel importante na quimica de ativacao realizada por esses
sistemas.

Recentemente Ross, et al. (2019) publicaram um artigo sobre a natureza quimica do
sitio catalitico da pMMO que mudou 0s rumos sobre a compreensdo da natureza quimica do
sitio da pMMO. Com auxilio de técnicas de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética
Eletrénica (EPR — do inglés, Electron Paramagnectic Resonance) e de Ressonancia Dupla
Nuclear Eletronica (ENDOR — do inglés, Electron Nuclear Double Resonance), os autores
propuseram que ao inves de um centro binuclear de cobre a pMMO continha um centro

mononuclear de cobre. Nesta proposta, os centros metalicos ficaram definidos como: i) pmoA
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— contendo His*® e His?, centro monocobre sendo que a His*® ndo é conservada, apenas
observado na estrutura da Methylococcus capsulatus (sendo chamado também de sitio de Bis-
His), ii) pmoB — definido como um centro monocobre, coordenado a dois nitrogénios da His*®
(fazendo uma coordenacao chamada de “braco de histidina”), a um nitrogénio do residuo de
His®” e um nitrogénio de His'*® e iii) pmoC, foi definido como um centro metélico de Cu,
localizado na parte da bicamada lipidica, coordenado pelos residuos de Asp®, His®, His!"®
(ROSS; et al., 2019). Essa nova estrutura foi disponibilizada no Protein Data Bank (PDB).
Com o cddigo 3RGB, e esta € a estrutura que foi tomada como partida para este trabalho. Na
figura 5, € mostrada a representacao do sitio ativo modelado como um complexo mononuclear

de cobre da estrutura 3RGB resolvida em 2,68 A de resolugAo.

Figura 5: Estrutura do sitio ativo mononuclear de cobre revelado da estrutura

cristalografica 3RGB.
His 137
/
His 33

O conjunto de dados espectroscopicos e estruturais obtidos principalmente por Ross e

Fonte: Autores (2020).

colaboradores (2019), assim como outros grupos de pesquisa, representam o principal avanco
na elucidac&o da estrutura e func&o catalitica da pMMO. Entretanto, em 2,6-2,8 A de resolucéo
alguns detalhes estruturais ndo podem ser determinados precisamente. Como ja mencionado,

nessa faixa de resolucdo € complicado, por exemplo, avaliar a presenca de moléculas do

3 Protein Data Bank é um banco de dados online que disponibiliza estruturas cristalograficas em 3D para enzimas,
proteinas, cidos nucléicos e conjuntos complexos. Disponivel em: < https://www.rcsh.org/ >. Acesso em: 25 jun.
2020.
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solvente proximas a regido do sitio ativo. Vale destacar que o principal candidato para sitio
catalitico da pMMO esta localizado numa regido bastante exposta ao solvente, logo é de se
esperar que moléculas de dgua possam até mesmo compor a primeira esfera de coordenacéo.
Nessas condicdes também é bastante complicado avaliar a dindmica estrutural de alguns
residuos da segunda esfera de coordenacdo, os quais podem desempenhar algum papel
importante no processo catalitico global. A descricdo detalhada do ambiente quimico de
coordenacdo dos sitios cataliticos em metaloenzimas € fundamental para se entender o
mecanismo de a¢do, uma vez que a natureza quimica dos ligantes diretamente coordenados aos
centros metélicos pode alterar os estados eletrénicos dos ions, influenciando, dessa forma, a sua
reatividade.

Dentro desse contexto, o objetivo central deste trabalho é contribuir para elucidacédo em
nivel molecular das propriedades estruturais e eletrénicas do sitio catalitico da enzima pMMO
com intuito de auxiliar na interpretacdo de resultados experimentais recentes, assim como na
tentativa de compreender como essas propriedades determinam o mecanismo de acdo dessa
enzima na catélise da reacdo de oxidacdo de alcanos. Utilizando para este fim, uma combinacéo
de métodos modernos da quimica computacional, tais como: Mecanica Quantica (MQ) e

Dinadmica Molecular (DM).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para elucidacéo ao nivel molecular das propriedades estruturais e eletronicas
da enzima pMMO com intuito de compreender como essas propriedades determinam o

mecanismo de a¢do dessa enzima na catalise da reacdo de oxidacao de alcanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Elaborar um modelo quimico inicial para a parte solivel da enzima pMMO a partir da
estrutura cristalografica 3RGB;

I1. Realizar uma simulacdo de dinamica molecular classica para avaliar a dinamica estrutural
da parte soltvel da pMMO em solucéo;

I11. Realizar uma série de analises estruturais envolvendo a regido do sitio catalitico da pMMO
a partir da trajetoria gerada da dinamica molecular;

IV. Realizar uma andlise estatistica para selecionar estruturas da trajetéria de Dinamica
Molecular e usa-las como entrada para calcular os parametros de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE) do sitio da pMMO, usando a teoria do funcional da densidade (DFT), com
diferentes funcionais de troca-correlacdo. Comparar 0s resultados obtidos com dados
experimentais recentes para auxiliar na interpretacdo desses resultados e usar como base
para propor um modelo para o sitio da pMMO e;

V. Realizar um estudo sistematico com diferentes funcionais de troca-correlacdo da DFT para
avaliar o desempenho desses funcionais na descricdo das propriedades magnéticas da
pMMO. O principal objetivo dessa etapa € estabelecer uma metodologia eficiente para

calcular parametros de RPE de metaloenzimas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, é descrito brevemente os aspectos fundamentais sobre a modelagem
computacional de sistemas enzimaticos. Destacando o0s fundamentos dos métodos
computacionais até entdo utilizados nesse trabalho. Basicamente, os métodos computacionais
sdo divididos em duas classes: os métodos baseados na mecénica classica e os métodos
baseados na mecénica quantica. Tambem existe os chamados métodos hibridos, os quais
representam uma combinacdo dos fundamentos dos métodos classicos e quanticos.

Os métodos classicos tém como base a Mecanica Molecular (MM), onde as possiveis
interagBes entre as particulas de um sistema molecular sdo descritas por modelos matematicos
contendo parametros empiricos. Dentro dessa classe estdo contidos os métodos de dinamica
molecular (DM), cuja dindmica do sistema é avaliada a partir da resolucdo de equacdes de
Newton, e 0 método de Monte Carlo (MC) classico. Os métodos de quimica quantica sdo
baseados na resolucdo da equacdo de Schrodinger, e séo divididos basicamente em dois tipos:
os ab initio e os semiempiricos. Ainda existe um modelo alternativo a estes, que sdo 0s métodos
baseados na Teoria do Funcional de Densidade (DFT- do inglés - Density Functional Theory),
qgue tem como variavel principal a densidade eletrdnica ao invés da funcdo de onda
(SANT’ANNA, 2009).

A escolha do método depende do problema em questdo. Neste trabalho, foi utilizado o

método de dindmica molecular e algumas aproximacdes da Teoria do Funcional da Densidade.

3.1 QUIMICA COMPUTACIONAL E O ESTUDO DE SISTEMA ENZIMATICOS

Como exposto na introdugdo e de acordo com a IUBMB (1981), uma enzima é uma
proteina que atua como um catalisador. As enzimas sdo muito eficientes como catalisador, elas
conseguem reduzir em muito o tempo de uma reacdo biolégica. Como elas estdo envolvidas em
muitos processos que sao vitais, ha um grande interesse em saber como de fato elas séo téo
eficientes. Porém, mesmo com o grande avango da bioquimica a esséncia do extraordinrio
poder catalitico de uma enzima ainda ndo é conhecido em sua totalidade (WARSHEL, 2003).

No ano de 1977 houve um avanco em termos tedricos e metodologicos na busca por
entendimento detalhado sobre a natureza de sistemas enzimaticos. No mesmo ano foi publicado
o primeiro estudo de dindmica molecular por Camon, Gelin e Karplus, onde dentre outras coisas
foi elucidado que proteinas ndo s@o estruturas estaticas como se pensava, e sim dindmicas
(MCCAMON; GELIN; KARPLUS, 1977). Estudos subsequentes vém mostrando que de fato
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a dindmica proteica é um fator chave para que um sistema enzimatico desempenhe sua funcéo
(BECKER; WATANABE, 2001; CARVALHO et al., 2014; GABBA et al., 2014; VY et al.,
2020)

O uso dos métodos da Quimica Computacional permite prever o comportamento de um
sistema em relagdo em tempo ou independente do tempo, propor constru¢do e modelagem de
materiais, calcular energias livres e estados de transicdo, entender mecanismos reacionais,
dentre muitas outras possibilidades. As simula¢des sdo muito importantes, pois podem auxiliar
como complemento a técnicas experimentais, podendo identificar interacdes que sao
importantes para 0 mecanismo catalitico de uma enzima (LONSDALE; HARVEY;
MULHOLLAND, 2012). A Quimica Computacional pode fornecer algumas informaces que
ndo podem ser obtidas diretamente a partir de métodos experimentais, como por exemplo, a
caracterizacdo de intermediarios e estados de transicdo (LONSDALE; HARVEY;
MULHOLLAND, 2012).

Basicamente, trés grandes métodos computacionais podem ser usados para o estudo de
enzimas/proteinas, sdo eles: métodos de Mecanica Classica, também conhecidos como métodos
de Mecanica Molecular (MM), os métodos de Mecanica Quantica (MQ) e os métodos que sao
hibridos (MQ/MM ou QM/MM), que usam as aproximacdes classica e quaéntica,
sucessivamente.

Entender detalhadamente o mecanismo de acdo de uma enzima é uma tarefa bastante
desafiadora em termos computacionais e geralmente requer o uso de uma combinacdo de
métodos. Os métodos de mecanica molecular, por exemplo, ndo conseguem descrever
mudancas na estrutura eletrdnica que ocorrem durante uma reacdo quimica, o que sé pode ser
avaliado com uso dos métodos baseados na mecénica quantica (CARVALHO et al., 2014). Por
outro lado, os métodos de mecanica molecular possibilitam o calculo computacional eficiente
de propriedades moleculares de sistemas com elevado nimero de atomos, como é o caso de
proteinas. Um dilema no uso dos métodos quéanticos para o estudo de sistemas enzimaticos é
referente a questdo da alta demanda computacional exigida por esses métodos, 0 que é
proibitivo para sistemas contendo milhares de &tomos como é o caso de proteinas. Dessa forma,
os métodos hibridos surgem como uma alternativa interessante para o estudo de sistemas
enzimaticos ja que neste caso é uma aproximacao razoavel tratar com métodos de quimica
quéntica a regido onde efetivamente ocorre a reagdo quimica e utilizar a mecéanica molecular

para descrever o restante da estrutura da proteina.
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3.2 MODELAGEM COMPUTACIONAL CLASSICA DE METALOENZIMAS

Metaloenzimas sdo enzimas que possuem metais na estrutura do sitio ativo. Dessa
forma, o sitio ativo de uma metaloenzima consiste de: um ou mais ions metélicos, a cadeia
lateral da proteina, pontes exdgenas e ligantes terminais que compdem a primeira esfera de
coordenacdo do metal (OSORIO, 2007). Os metais presentes numa metaloenzima, sio partes
permanentes dela e participam durante a catlise enzimética, sendo essenciais durante o
processo. A natureza da ligacdo metal-ligante no sitio ativo de uma metaloenzima € bastante
dependente da natureza quimica do ion metalico e do ligante, e consequentemente do estado de
oxidacdo e de spin do ion, da geometria do complexo, da estrutura eletrénica de valéncia do
ligante. Alguns metais biolégicos sdo: Mg, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Mo, Hg e W
(HOLM; KENNEPOHL; SOLOMON, 1996).

Apesar de possuir uma quimica rica, a presenca de um metal no sitio ativo, torna um
pouco problematico o uso de metodologias computacionais bem estabelecidas. Em uma
Dindmica Molecular (DM), por exemplo, o maior problema de utiliza-la para tratar uma
metaloenzima, é a falta de pardmetros que sejam adequados para descrever as interacGes do
atomo metalico com o restante da enzima (SOUSA; FERNANDES; RAMOS, 2010). Para tratar
esse problema, algumas diferentes abordagens podem ser utilizadas.

Para tratar classicamente o0 &tomo metalico e descrever as interacfes dele com o restante
da enzima, em uma simulacdo de DM, existem trés métodos diferentes: 0 modelo nao-ligado,
o0 modelo ligado e 0 modelo simulado do atomo catiénico (também chamado de Dummy)
(SOUSA; FERNANDES; RAMOQOS, 2010). No primeiro modelo (o modelo ndo-ligado),
descreve as interacdes do atomo metalico por meio de termos de energia eletrostatica e de van
der Waals. No modelo ligado, séo incluidas também as ligacfes covalentes entre 0 metal e os
ligantes, fazendo com que o numero de coordenagdo se mantenha durante a simulacdo DM e o
ultimo modelo (&tomo Dummy), utiliza as interacdes dos dois modelos anteriores (SOUSA;
FERNANDES; RAMOS, 2010).

Existem algumas limitacGes para estes modelos. No caso do modelo n&o-ligado, ele é
bem sucedido quando se trata de metais alcalinos e alcalinos terrosos, mas ndo é tdo adequado
para metais de transi¢do. Ja o modelo ligado ele tem ligagdes covalentes que séo predefinidas
entre o metal e os ligantes, desta forma ndo permite troca de ligantes, nem interconversao entre
geometrias de coordenacao (LIAO; KAMERLIN; STRODEL, 2015). O modelo dummy tem o

intuito de resolver estes problemas, fornecendo uma descri¢do ndo-ligada que possui os efeitos
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estruturais e eletrostaticos, com a insercdo de a&tomos dummy (ficticios) em torno do metal
(LIAO; KAMERLIN; STRODEL, 2015).

No modelo dummy, a carga do metal é distribuida igualmente entre os atomos ficticios,
a massa e parametros de van der Waals, sdo atribuidos a apenas o pseudometal que esta
localizado no centro de referéncia e sem carga (neste caso, o pseudometal esta apenas ligado
aos atomos ficticios, sem outros ligantes), alguns exemplos sdo: Zn?* e Mg?" (SOUSA,;
FERNANDES; RAMOS, 2010). Na figura 6, apresentamos este modelo (dummy) para o caso
do fon Zn?* hexacoordenado, este modelo é descrito em Duarte; et. al (2014), para o caso do
Zn?* e outros metais. No caso do atomo de Cu?* descrito por Liao, Kamerlin e Strodel (2015),
o modelo se apresenta diferente. Tanto a carga quanto a massa sdo distribuidas entre o
pseudometal e os atomos ficticios que estdo ao redor dele. Neste modelo com o Cobre, os efeitos
de distorgdo do octaedro de Jahn-Teller* sdo levados em consideragdo. Os detalhes para o
modelo dummy do ion Cu?* de Liao, Kamerlin e Strodel (2015) estdo apresentados no topico

de procedimento computacional.

Figura 6. Representacdo do modelo dummy para 0 Zn?* em hexacoordenacdo. Em cinza, esta

a representacdo do pseudo-metal Zn e em roxo a representacdo dos atomos dummy.

2+

Fonte: Autores (2020).

3.3 METODOS COMPUTACIONAIS

4 Efeito em que ha um alongamento das duas ligagdes em axial (num octaedro), e hd uma compressdo das quatro
ligacGes em equatorial, geralmente ocorre em complexos de configuragdo eletronica d°. (SHRIVER; ATKINS,
2003).
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3.3.1 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

A descricdo quantica de um sistema se baseia essencialmente na solucéo da equacéo de
Schréedinger (equacdo 1), o que permite a determinacgédo da funcdo de onda do sistema, e com

ela a obtencgéo de todas as suas propriedades (SILVA et al., 2010).

H® =E ® 1)

Nesta equacao, H é o Hamiltoniano, E é a energia total ¢ ® é a fungdo de onda. A
equacdo ndo tem resolucdo analitica para sistemas com mais de dois corpos e para casos como
esses sO é possivel obter solugdes aproximadas, o que da origem aos diferentes métodos da
guimica quantica (ab initio, semiempiricos e DFT).

Diferente dos métodos ab initio e semiempiricos, a DFT ndo se baseia na funcédo de
onda, mas na densidade eletronica p (X, y, z) (LEWARS, 2016). A DFT é uma boa alternativa
para 0s métodos que usam a funcdo de onda. Algumas aproximac6es da DFT possibilitam um
equilibrio entre precisdo e custo computacional, isso permite que sistemas consideravelmente
maiores possam ser tratados usando este método que antes, s6 seria possivel usando os métodos
ab initio, mantendo precisdes similares, e em alguns casos até melhores (DIAS, 2012).

Quando comparada a funcdo de onda, a densidade eletrénica é uma funcao que depende
apenas da posicao de trés variaveis (X, y, z), enquanto que a funcdo de onda para uma molécula
é uma funcédo de 4n variaveis, trés variaveis de coordenadas espaciais e uma coordenada de
spin, sendo n 0 numero de dtomos do sistema (LEWARS, 2016; SANT’ANNA, 2009). Ou
seja, independentemente do tamanho do sistema, a densidade eletrdnica permanece sendo uma
funcdo de trés variaveis (X, y, z). A funcéo de densidade de elétrons (DFT), tém trés vantagens
em comparacdo a funcdo de onda: € mensuravel experimentalmente, € intuitivamente
compreensivel e matematicamente mais tratavel (LEWARS, 2016).

As bases teoricas da DFT foram publicadas nos anos 60 (1964) e sdo fundamentadas
nos teoremas de Hohenberg e Kohn, que mostraram matematicamente que a energia do estado
fundamental € completamente determinada pela densidade eletrénica, e também que a energia
do estado fundamental é minima para a densidade p exata (HOHENBERG; KOHN, 1964;
SILVA et al., 2010). Para a energia total de um sistema, considerando um sistema
atdbmico/molecular com n elétrons, o funcional da energia total do sistema E[(p)] pode ser dado

pela soma de alguns funcionais,
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Egs =T [,0] + fp Mv(r) dr + Ve, (p) 2

Em que T [p] representa o funcional de energia cinética e V,, (p) representa o funcional de
repulséo eletrénica (MORGON; CUSTODIO, 1995).
Para a realizacdo préatica do teorema de Hohenberg e Kohn, Kohn e Sham em 1965

dividiram a energia total do sistema da seguinte maneira;

Elp(m)] = Ts[p()] + Ulp(r)] + Exc[p(r)] (3)

Sendo, Ty[p(r)] a energia cinética de um gas de elétrons homogéneos (sem interacdo),
Ulp(r)], a repulsdo Coulémbica entre densidades eletronicas e Exc[p(r)], € o funcional de
troca-correlagdo (SILVA, 2004). O termo Ex.[p(r)] inclui os efeitos de correlacdo eletrdnica
ndo-classicos (troca) e os efeitos de correlagdo para corrigir a diferenca na energia cinética entre
o sistema ficticio ndo interagente e o sistema real (T[p(r)] — Ts[p(r)]) (SILVA, 2004).

A dificuldade em resolver as equacdes de Kohn e Sham, esta no fato de que é necessario
utilizar aproximaces para descrever o termo de troca e correlacdo, pois embora a DFT seja
uma teoria exata, a forma analitica do termo Ex.[p(r)] ndo é conhecida (CRAMER, 2003;
DIAS, 2012; DUARTE, 2001). Isso representa um ponto central para o desenvolvimento da
DFT, ja que a qualidade final dos resultados obtidos a partir de calculos DFT tem se mostrado
extremamente dependente do tipo do funcional de troca-correlacdo (ANTONY; GRIMME,
2006; DA SILVA et al., 2010; GOERIGK; GRIMME, 2011; HARVEY, 2006). Uma vez que
ndo se conhece a forma funcional exata do termo de troca-correlagdo e nem uma forma
sistematica de melhora-lo, a construgcdo desse funcional e feita através de algumas
aproximagdes. As principais aproximacoes para o funcional de troca-correlagéo séo:

e Aproximacdo da Densidade Local (LDA — do inglés, Local Density Approximation) —

O termo aproximacdo da densidade local (LDA), foi usado anteriormente para se referir

a qualquer teoria do funcional de densidade em que o valor do termo de troca-correlacéo

(Ex[p(r)]) poderia ser calculado para uma posi¢éo r a partir de p, sendo assim, o valor

de p (densidade) local (CRAMER, 2003; DA SILVA, 2013). Um exemplo de funcional

de troca-correlagéo é o método X, desenvolvido por Slater, mostrado na equagao 4;
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1
Ey = — ; (—n) /3fp(r)4/3 dr (4)

4

De acordo com a equacéo 4, a dependéncia do funcional Ey é apenas com o valor da
densidade (p), para um ponto r, ou seja, ha apenas a dependéncia local (DA SILVA,
2013; HARVEY, 2006; SLATER, 1951).

e Aproximagdo do Gradiente Generalizado (GGA — do inglés, Generalized Gradient
Approximation) — Num sistema molecular, a densidade eletrdnica ndo é uniforme, logo
o funcional LDA possui algumas limitagdes. Portanto, uma maneira de corrigir esta
limitacdo, foi fazer com que o funcional dependesse também do vetor de posicdo, que é
o gradiente da densidade Vp(r), uma forma geral da equacgdo para um funcional GGA
é mostrado na equacdo 5 (CRAMER, 2003; DA SILVA, 2013).

Vo ()l
E§8 = B [p()] + Al |Sp0] ®)
p /3 (r)

Um dos primeiros funcionais propostos mais popular da classe dos GGA foi o proposto
por Becke em 1988, outros exemplos sdo: BLYP de Lee-Yang-Parr-Becke (1988), o
funcional PBE de Perdew-Burke-Erzenhof (1997) e o funcional PW91 de Perdew-Wang
(1992) (BECKE, 1988; CRAMER, 2003; DA SILVA, 2013; LEE; YANG; PARR,
1988; PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1997; PERDEW; WANG, 1992).

e Meétodos Hibridos — Métodos Hibridos sdo métodos que usam uma fracdo do termo de
troca do método Hartree-Fock com os termos de troca e correlacdo de outros funcionais
de DFT, o mais famoso desta classe de funcionais é o funcional B3LYP, que combina
os funcionais de troca de Becke, funcional local (LDA) e Hartree-Fock e um funcional
de correlacdo local VWN proposto por Vosko, Wilk e Nusair (BECKE, 1988; DA
SILVA, 2013; DIAS, 2012; HARVEY, 2006; VOSKO; WILK; NUSAIR, 1980). A

equacéo para o funcional B3LYP (em sua forma geral), pode ser vista na equagéo 6.
ERMP = (1 - ag)Eg*™* + aoE{" + a,AEZ®® + a EFP + (1—a)E"N  (6)

Na equacdo 6, o termo Ex°P4 é a energia de troca obtida da aproximac&o da densidade local de

spin, EXfFé a energia de troca para o0 método Hartree-Fock, AEEZ88 ¢ a correcéo de troca que foi
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proposta por Becke, AEEPé o funcional de correlagdo proposto por Lee, Yang e Parr e EYWN
é o funcional de correlacdo sugerido por Vosko, Wilk e Nusair, os coeficientes ay, a, e a.sdo
parametros empiricos geralmente obtidos por um processo de ajuste de dados experimentais
(DA SILVA, 2013).

3.3.2 Mecanica Molecular (MM)

Na Mecanica Molecular (MM), os atomos que formam uma dada molécula sdo descritos
como esferas rigidas contendo uma carga parcial e as ligagbes quimicas sdo usualmente
descritas por potenciais harmonicos similares aos usados para descrever a dindmica de um
sistema do tipo massa-mola (LEWARS, 2016).

Um conjunto de potenciais de interagfes entre os constituintes do sistema é descrito pelo
chamado campo de forca, sendo este conhecido como uma fungdo matematica composta de
diferentes termos que tratam as possiveis interacdes entre os atomos de uma molécula
(vibragdes, deformacbes angulares, tor¢cbes em torno de uma ligagdo quimica, interacdes
eletrostaticas e de van der Waals) (NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008). No caso do
campo de forca usado neste trabalho (0 OPLS-AA) ele pode ser descrito de acordo com a

equacéo 7:

Etor = ZElig + ZEO + ZEvdW + ZEele + ZEtor (7)

Onde, Ej;, corresponde as energias de estiramento da ligagdo (vibragéo), E, € a energia de

deformacdo do angulo, E, 4y representa as energias de interacdo de van der Waals, 0 E,;,
representa as energias de interacdo/repulséo das cargas e o E;,, representa as energias de tor¢éo
em torno de uma ligagdo quimica (KAMINSKI et al., 2001). Os termos Ej; 4, Eq € Ey,,, S30

chamados de termos ligados e os outros dois termos E, i € E.e, S40 chamados de termos ndo
ligados, estes dependem apenas de energias de interacdes e repulsdes.

Minimizar a energia do sistema, ou seja, determinar o ponto de menor energia, € um
procedimento que geralmente é feito com uso de algoritmos matematicos que operam no
sentido de encontrar as posi¢des dos &tomos numa molécula que reduzam todas as penalidades
energéticas do sistema (SANT’ANNA, 2009). O que significa basicamente uma busca por
pontos de minimo de uma fungdo de vérias varidveis a partir da avaliacdo das derivadas de

primeira e segunda ordem.



34

Para o caso do campo de forca usado neste trabalho, descrevermos cada termo da
equacdo 7. O primeiro termo, 0 termo que descreve 0 movimento de estiramento entre dois

atomos que formam uma ligacao quimica é dado pela equacéo 8.
Elig = kest(l - lO) 2 (8)

Onde k., representa a constante de forca para a restituicdo de forca aos valores de equilibrio,
| representa 0 comprimento de ligacdo e [, corresponde ao valor de equilibrio.

O movimento de deformacéo angular € usualmente descrito pela equacgéo 9.
Eq = kg(0 — 6p) 2 )
Onde kg representa a constante de forca para restituicdo de forca aos valores de equilibrio, 8
corresponde ao angulo de ligacédo e 6, € o valor de equilibrio.

Para o caso das energias de torcdo em torno da ligacao, é descrito de acordo com a

equacéo 10.
Eror = 52 [1+ cosg]+ 2 [1-cos(2p)] + 2 [1+ cos(3¢)] (10)

A soma € realizada em todos os angulos diédricos.

As representacdes para as interacdes ligadas, pode ser vista na figura 7.

Figura 7. Representacdo dos termos de Mecanica Molecular para as interac6es ligadas entre os

atomos.

Fonte: Autores (2021).
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As interacBes entre d&tomos ndo-ligados covalentemente (que representa oS outros
termos de energia do campo de forga), que sdo E,gy € E.e, S80 usualmente descritos pelos
potenciais de Lennard-Jones e Coulomb, respectivamente, mostrados nas equagdes 11 e 12
descrevendo as interacOes entre dois atomos i e j (LEWARS, 2016; NAMBA; DA SILVA; DA
SILVA, 2008).

o\ 12 N
Evaw = 4e; [(r_ﬁ - (rTj) l (1)

Eere = — (12)

AT EQEST i

Na equagdo 11, &; representa a profundidade do potencial das energias atrativas e

repulsivas, o;; distancia finita que o potencial da inter-particula € zero, de forma geral, o
parametro (%)12representa 0s termos repulsivos e 0 pardmetro (%>6representa 0s termos
atrativos. Na equagdo 12, q;q; representa as cargas dos atomos, 7;; € a representacéo de
distancia dessas cargas, &, é a permissividade no vacuo e &, é a constante dielétrica.

Em geral, um dado campo de forca é desenvolvido para a descricdo de propriedades
moleculares de uma certa classe de sistemas. Cada campo de forca tem sua particularidade em
relacdo ao modelo matematico e procedimento de ajuste para a obtencdo dos parametros
empiricos presentes na funcdo de energia potencial. Nesse contexto, existem varios campos de
forca disponiveis, dentre eles: AMBER (1995), MM3 (1989), CHARMM (1983), GROMOS
(1999) e OPLS (1996) (ALLINGER; YUH:; LII, 1989; BROOKS et al., 1983; CORNELL et
al., 1995; JORGENSEN; MAXWELL,; TIRADO-RIVES, 1996; SCOTT et al., 1999). A
qualidade dos resultados obtidos via mecanica molecular esta diretamente ligada a escolha do
campo de forca adequado para tratar o sistema de interesse (KUZMANIC et al., 2019;

PAISSONI et al., 2018).

3.3.3 Dindmica Molecular (DM)

A combinacdo dos metodos de mecénica molecular com as equacdes de movimento da
dindmica molecular fornece uma maneira eficiente para descrever propriedades de fendmenos

dependente do tempo. A resolucdo das equagdes de movimento possibilita a avaliacdo do
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grande nimero de movimentos internos e mudancas conformacionais de processos enzimaticos
em solucéo.

Para um sistema composto de n particulas, uma simulacdo de dindmica molecular,
consiste basicamente na resolucdo da equacdo do movimento de Newton, conforme mostrado

na equagéo 13.

E = m,.a, (13)

Onde Fn)é a forca que causa a aceleracdo a,, em um atomo que possui uma massa mn. A forca
pode ser obtida da derivada da energia potencial E com relacéo as coordenadas rn dos atomos
(SANT’ANNA, 2009).

Definido o campo de forcga, é possivel calcular todas as forgas que atuam sobre 0s
atomos do sistema, a partir do calculo da primeira derivada da energia potencial, que no caso
da mecanica molecular é descrita por um dado campo de forca.

Do ponto de vista computacional, a solucdo analitica dessas equagdes para um sistema
com varios atomos torna-se impraticavel. No entanto, para integrar as equacfes de movimento
do sistema sao utilizados os algoritmos, como por exemplo, o algoritmo de leapfrog. Neste
caso, a integracao é dividida em pequenos intervalos de tempo que permite simular movimentos
como a vibragdo das ligagdes, utilizando as posi¢fes x (t) no tempo t, a posicdo apés um
intervalo de tempo At sera X (t+At) obtida de uma expansdo em série de Taylor, conforme a
equacdo 14 (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1988). Em simulacdes de dinamica

molecular geralmente utiliza-se o intervalo na ordem de 0,5 a 1 fs (fentosegundo) (1 fs = 10°%°

S).
x (t+ At) = x (t,) + v (¢, + At/2) At + 0 (4t3) (14)

O algoritmo leapfrog possui as vantagens de que as Vvelocidades aparecem
explicitamente na integragdo, o que permite um acoplamento do sistema a um banho térmico
(VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1988). A integracdo das equagdes de movimento gera o
chamado arquivo de trajetoria contendo as coordenadas dos atomos ao longo do tempo de
simulacdo. De posse dessa trajetdria € possivel realizar uma série de analises estruturais
envolvendo grupos especificos da biomolécula, o que pode em principio fornecer informacées

ao nivel molecular sobre interacdes especificas entre residuos de aminoécidos préximos do sitio
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ativo, assim como interacdes desse com moléculas do solvente e um dado substrato. Essas
informagdes podem ser fundamentais para se entender a dindmica estrutural de uma enzima e
de como essa propriedade pode ser relacionada com sua funcéo catalitica (HUGGINS et al.,
2019). Numa simulacdo de dinamica molecular, o tempo de simulacdo é crucial para que
movimentos caracteristicos de proteinas/enzimas possam ser observados. Logo, o tempo em
diferentes escalas tem um papel muito importante para a funcéo bioldgicas das proteinas, um
exemplo disso € o movimento da cadeia lateral controla a difusdo de oxigénio para dentro e
para fora da mioglobina e hemoglobina (BECKER; WATANABE, 2001). Na tabela 1, séo
apresentados alguns movimentos caracteristicos de proteinas e sua escala de tempo
correspondente:

Tabela 1 - Alguns movimentos de proteinas e suas escalas de tempo.

Tipo de Movimento Exemplo de funcionalidade Escala de tempo

Movimento Local

FlutuacOes atdmicas, Flexibilidade de acoplamento  Fentosegundos & picossegundos
Movimento da cadeia de ligante (10— 1071?5)
lateral.

Movimento de média

escala
. Adaptacdo de conformacéo do 5
Movimento de braco sitio ativo: _ Nanossegundc_;gs a .
terminal; Especificidade de ligagdo. microssegundos (10 - 107 s)
Movimento de corpo
rigido

Movimento de larga
escala

Movimento de

_subunidade; Movimento de dobradica; Microssegundos a
Movimento de dominio. Transices alostéricas. milissegundos (10® - 1072 s)

Fonte: Adaptado de Becker; Watanabe (2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL

Os detalhes dos inputs usados na realizacao das simulagctes de dindmica molecular e calculo dos

pardmetros de RPE, estdo descritos nos apéndices A, B, C, D e E.

4.1.1 Construcdo do Modelo

A construcdo do modelo quimico para as simulagdes seguiu as etapas apresentadas na

figura 8.

Figura 8. Etapas de construgdo do modelo quimico.

PDB: 3RGB Cadeia A

Parte Soluvel - solvatada Parte Soluvel - Hidrogénio
(114.739 atomos) (propka)?

Fonte: Autores (2020).

As coordenadas iniciais do modelo da pMMO foram retiradas da estrutura
cristalogréafica obtida do banco de dados PDB (Protein Data Bank) cddigo 3RGB. Em seguida
foi retirada da estrutura da proteina apenas uma das cadeias proteicas que contém o sitio

catalitico. J& que o principal candidato a sitio ativo da pMMO se encontra na parte soltvel de



39

sua estrutura, decidiu-se retirar do modelo a porcdo das alfa-hélices que originalmente se
encontra diretamente ligada & membrana. Uma vez definido como modelo quimico apenas a
parte solivel da pMMO, foi realizado a adi¢do dos atomos de hidrogénio usando como critério
0 pKa dos aminoéacidos da proteina calculado utilizando o codigo propka (LI; ROBERTSON;
JENSEN, 2005). Um cuidado adicional (no sentido de verificar, ao final do calculo com o
cddigo propka, como estavam protonados estes residuos) foi tomado sobre a correta protonagéo
dos residuos His®, His™*" e His™*°, os quais comp&em a primeira esfera de coordenacéo do ion
cobre. Por fim, a parte solivel da pMMO foi solvatada por moléculas de agua posicionadas

numa caixa ctbica de dimensdes 104,9 x 104,9 x 104,9 A.

4.1.2 Protocolo Computacional da Simulacdo de Dinamica Molecular

A adicdo de atomos de hidrogénio a estrutura PDB da proteina pode gerar algumas
distor¢des na estrutura da proteina devido ao posicionamento muito préximos de alguns 4&tomos.
Desta forma, apds a construcdo do modelo quimico com a parte da solivel da pMMO
devidamente protonada, foi realizado um célculo de minimizacéo de energia a partir de 1.000
etapas de minimizacdo usando o método SD (SD - Steepest Descent). O campo de forca
escolhido para tratar as principais interagcdes presentes no sistema investigado foi o campo de
forca OPLS-AA (OPLS-AA - Optimized Potential for Liquid Simulations All-atoms)
(KAMINSKI et al., 2001). A escolha por este campo se deu por ser um campo de forca
desenvolvido para proteinas, e também pela compatibilidade com os parametros do modelo
dummy utilizados para tratar o ion cobre cujos detalhes estdo descritos no tépico 4.3. De posse
da estrutura minimizada, a segunda etapa do protocolo foi a adi¢do de moléculas de agua e
aplicacdo das condigdes periodicas de contorno. O modelo classico escolhido para tratar as
moléculas de agua foi o TIP4P (ABASCAL; VEGA, 2005). A carga total do sistema era -1,
assim foi adicionado o ion Na* como contra-ion para neutralizar a carga total do sistema.

O processo de solvatacdo e adicdo de contra-ions ao sistema pode gerar algumas
interacOes desfavoraveis energeticamente devido a possiblidade de proximidade de alguns
atomos e de fortes interacdes eletrostaticas repulsivas. Assim, para minimizar esses efeitos o
sistema foi submetido a um processo de 1.000 etapas de minimizagéo de energia utilizando
novamente o método SD.

De posse da estrutura minimizada da proteina solvatada foi realizado uma simulagéo
curta de apenas 200 ps mantendo as posi¢des dos d&tomos da proteina fixos e deixando que as

moléculas de 4gua se movessem livremente. Esta etapa foi feita para “adaptar” as moléculas do
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solvente ao redor da proteina minimizando possiveis interacdes desfavoraveis. Em seguida o
sistema foi submetido a uma etapa de equilibracdo que consistiu de duas simulagdes curtas de
1 ns cada, num ensemble NVT (T=298 k) e NpT (p=1bar, T=298 K). O controle da temperatura
foi feito usando o algoritmo de acoplamento Nose-Hoover (HOOVER, 1985; NOSE, 1984). A
pressdo do sistema ao longo das simulagdes de dinamica molecular foi controlada utilizando o
algoritmo de acoplamento Parrinello-Rahman. Por fim, o sistema foi submetido a uma
simulacdo de dindmica molecular de 500 ns num ensemble NpT (p = 1lbar, T = 298 K). As
interacdes eletrostaticas foram tratadas utilizando o método PME (PME - Particle Mesh Ewals)
com um raio de corte de 1,2 nm (FRENKEL et al., 2001). O pH da simulagdo foi mantido em
7. As condigdes Otimas para induzir o crescimento das bactérias metanotrdficas e induzir a
atividade de oxidacdo do metano sdo: teor de 4gua de 20%-35%, temperaturas entre 25° C-35°
C e valores de pH entre 7,0-7,65 (HANSON; HANSON, 1996).

Todas as simulagbes de dindmica molecular foram realizadas utilizando o programa
GROMACS versao 2018.3 (ABRAHAM et al., 2015; BERENDSEN; VAN DER SPOEL,;
VAN DRUNEN, 1995).

4.1.3 Parametros para o Cu®* do Sitio Ativo

Inicialmente, precisariamos definir parametros para o cobre ja que 0s parametros para
os ions dependem completamente das ligacdes que este faria no sitio ativo. Em um trabalho
recente, descrito por Liao, Kamerlin e Strodel (2015), os autores desenvolveram, testaram e
validaram um modelo de mecénica molecular para o ion Cu?* baseado no modelo “Dummy”.
A validacdo dos parametros desenvolvidos foi feita a partir de extensas simulacdes de dinamica
molecular de algumas proteinas de cobre, para as simulagdes, o campo de forca usado foi o
OPLS-AA (0 mesmo utilizado neste trabalho).

Este modelo foi desenvolvido para tratar o ion cobre em condicdes de hexacoordenacgéo.
Neste modelo, o cobre estd no centro de coordenacdo e os ligantes, sdo representados por
“dummy” atomos. A carga do 4&tomo de cobre é dividida entre os atomos dummy (como cargas
parciais). O modelo também leva em consideragéo o efeito de distor¢cdo do campo octaedrico
de Jahn-Teller. Os parametros desse modelo, os quais foram utilizados neste presente trabalho

para tratar o ion Cu?*, estdo apresentados na figura 9 e tabela 2.
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Figura 9. Representagdo do modelo dummy para o fon Cu?*.

Fonte: Adaptado de Liao, Kamerlin e Strodel (2015).

Tabela 2. Parametros do ion Cu?* usado neste trabalho.

Ligacdo by (A)
CU'Deq 1.000
Cu-Dax 0.800
Angulo 0, (Grau)
Dax-Cu-Dax 180
Dax-Cu-Deq 90
Atomo Massa (u) Carga (e)
Cu 45.546 -1.00
D, 3.000 0.725
D,, 3.000 0.050

Fonte: Adaptado de Liao, Kamerlin e Strodel (2015).

K, (Kcal/mol A?)

800.00

800.00
K, (Kcal/mol rad?)

250.0

250.0

Ocuo (A) €cuo (KcaI/mOI)

2.043 4.1854
op =0 ep =0
op =0 ep =0

4.1.4 Anélises Estruturais da Simulacéo de Dindmica Molecular e Céalculo dos Parametros de

EPR.

A partir da trajetéria gerada da simulacdo de 500 ns foram feitas algumas analises
estruturais (RMSD - Root Mean Square Desviation, RDF - Radial Distribuition Function,

ligacbes de hidrogénio e algumas distancias entre grupos da proteina) para avaliar

principalmente o ambiente de coordenacgéo proximo a regido do sitio ativo da pMMO.

Um dos objetivos principais deste trabalho € a realizacéo de calculos dos parametros de

EPR (EPR - Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy) do sitio ativo da pMMO para
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auxiliar na interpretacdo dos resultados experimentais reportados recentemente por Ross, et al.
(2019), e com isso ajudar no entendimento sobre a estrutura e natureza quimica do sitio
catalitico dessa enzima. A ideia é incluir o efeito da dindmica estrutural da enzima nesses
calculos. Porém, se torna inviavel realizar calculos quanticos dos parametros de EPR para o
grande namero de estruturas geradas da simulacéo de dindmica molecular de 500 ns. Assim, foi
realizado um refinamento estatistico das estruturas da dindmica molecular utilizando uma
analise de cluster, baseando-se em Daura, et. al (1999). Nesse tipo de analise sdo avaliadas as
estruturas conformacionais da enzima em relacdo ao tempo agrupando-as com base em critérios
energéticos. A analise de cluster feita com base na simulag¢do dos ultimos 50 ns da simulacéo
de 500 ns gerou um conjunto de 38 estruturas médias, as quais foram usadas como entrada para
a realizacdo de céalculos dos parametros de EPR utilizando diferentes funcionais de troca-
correlagdo da DFT num esquema sequencial S-Dinamica Molecular/DFT. Os célculos dos
parametros de EPR foram realizados utilizando o método CPKS (CPKS - Coupled Perturbed
Kohn-Sham Formalism) com os funcionais de troca-correlacdo B3LYP, BHANDHLYP e
REVPBE (NEESE, 2003). Todos os atomos foram descritos utilizando o conjunto de funcgdes
de base Def2-TZVP. Os efeitos relativisticos foram tratados via o hamiltoniano ZORA (ZORA
- Zero-Order Regular Appoximation) (VAN LENTHE; SNIJDERS; BAERENDS, 1996).
Todos os célculos de EPR foram realizados utilizando o programa Orca versao 4.2.1.
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5 RESULTADOS

Antes de iniciarmos as discussdes dos resultados, mostraremos 0 quanto o0 tema
“pMMO?” ¢ relevante dentro da plataforma de pesquisas. Fazendo uma pesquisa dentro da
Plataforma Periddicos CAPES, utilizando o acesso CAFe a fim de avaliar o quéo crescente vem
se tornando as discussdes sobre a pMMO, foi pesquisado o termo “pMMO”, levando em
consideracao os ultimos 10 anos (2011-2020) e considerando apenas periddicos revisados por

pares (RP). Os resultados dessa analise estao apresentados no grafico 1.

Gréfico 1. Numero de publicacdes relacionadas a pMMO nos Gltimos 10 anos.
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Fonte: Autores (2020).

Como pode ser visto no grafico 1, o numero de publicacdes que apresentam o termo
“pMMO” quando pesquisado, ¢ um numero consideravel uma vez que o termo pesquisado ¢
bastante especifico. Isso mostra que nesses Ultimos anos o tema vem sendo cada vez mais
debatido, mostrando assim, a relevancia sua relevancia. Vale ressaltar que esses numeros foram
obtidos em pesquisa realizada em setembro de 2020, entdo 0s numeros deste ano podem ter
sido alterados. Ainda que bastante discutido, pouco se compreende sobre a pMMO, ja que as
estruturas cristalograficas até entdo publicadas ainda apresentam algumas lacunas,
principalmente no que diz respeito as propriedades estruturais e eletronicas do sitio ativo.

Nos tdpicos seguintes, sdo apresentados os resultados obtidos referentes ao estudo de

simulacdo de dinamica molecular da parte solivel da pMMO e do célculo dos parametros de
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EPR do sitio mononuclear de cobre. Os detalhes sobre o procedimento computacional tanto da

dindmica molecular quanto dos calculos dos parametros de EPR estdo descritos no capitulo 4.

5.1 ANALISES ESTRUTURAIS

Para avaliar a estabilidade da trajetdria obtida ao longo da simulacdo de dindmica
molecular de 500 ns para a parte solivel da pMMO em &gua, foi avaliado o desvio quadratico
médio das posi¢bes atbmicas, RMSD (RMSD-Root Mean Square Deviation) em relacéo a

estrutura cristalografica. O RMSD foi calculado de acordo com a equacéo 15.

1/2

RMSD(t1,,) = [%Zminn(m - n-(tz)nZ] (15)

Onde M = ¥, m;e ri(t) é a posicdo do atomo i no tempo t. (GROMACS, 2019) A variavel t,
é o tempo utilizado para definir a posicao do &tomo i para a estrutura de referéncia, ou estrutura
inicial (t2=0). A figura 10 mostra 0 RMSD calculado para os atomos do backbone da pMMO
em relacdo a estrutura de referéncia, que nesse caso foi definida como sendo a estrutura

cristalografica da pMMO.

Figura 10. RMSD dos atomos do backbone da pMMO calculados em relacdo a estrutura
cristalografica da pMMO.
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Fonte: Autores (2020).
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O perfil do RMSD apresentado na figura 9 mostra que nos primeiros 10 ns de simulacéo
ocorre uma pronunciada variacao da estrutura da proteina em relacao a estrutura cristalogréfica.
Porém, a partir dos 20 ns 0 RMSD atinge um certo platd em torno de 0,4 nm com intervalos
muito curtos de oscilacéo até os 500 ns de simula¢do. O comportamento observado do RMSD
no intervalo de 20 a 500 ns indica uma estabilidade da simulacdo em termos estruturais.
Estabilidade no sentido de ndo haver uma grande flutuacdo das posi¢des atbmicas a partir dos
20 ns de simulacdo. Vale destacar que o valor do RMSD médio em torno de 4,2 A indica que a
parte solivel da pMMO apresenta uma consideravel dinamica estrutural em relacédo a estrutura
cristalogréfica, mostrando de certa forma o papel do meio solvente sobre a dindmica estrutural
da proteina.

Como ja dito no texto, o principal objetivo desse trabalho € contribuir para uma
elucidacdo detalhada sobre a estrutura e natureza quimica do sitio catalitico da pMMO. Assim,
o foco central das andlises estruturais realizadas nesse trabalho foi sobre a primeira e segunda
esferas de coordenacéo do ion Cu?*.

Um conjunto de modelos de sitio da pMMO vém sendo propostos tanto a partir de
estudos experimentais quanto computacionais (BALASUBRAMANIAN et al., 2010; ROSS et
al., 2019; YOSHIZAWA; SHIOTA, 2006). Dentre esses, um modelo que se mostrou bastante
reativo para a oxidacdo de metano foi o proposto computacionalmente por Yoshizawa e Shiota
(2006). Nesse modelo, os autores modelaram o residuo GIu®*® como sendo um ligante
coordenado ao ion cobre (compondo a primeira esfera de coordenacdo), embora a estrutura
cristalografica mostre que este residuo esteja posicionado a uma distancia maior que 4 A do
centro de cobre. Yoshizawa e Shiota (2006), argumentaram que embora a estrutura
cristalogréafica modelasse esse residuo na segunda esfera de coordenacdo, a dinamica estrutural
da enzima poderia promover a possivel coordenacdo. Porém, o estudo computacional de
Yoshizawa e Shiota (2006) foi realizado com base em céalculos DFT de um modelo em fase
gasosa sem considerar a estrutura da proteina e nem o efeito do meio solvente. As condi¢bes
impostas por Yoshizawa e Shiota (2006) em seu modelo foram realizadas para que fosse
possivel criar um modelo com carga total neutra, o que de acordo com os autores foi um fator
fundamental para a convergéncia dos calculos em termos de estrutura eletrénica.

Com o intuito de investigar essa possivel coordenacdo do Glu® ao cobre, foi analisada
0 comportamento da distancia entre um dos atomos de oxigénio do Glu* e o ion Cu?* da pMMO
ao longo da simulagdo de 500 ns. Os resultados dos ultimos 50 ns de simula¢do estdo
apresentados na figura 11.
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Figura 11. Variacdo da distancia d(OE2-Cu?*) do Glu35 ao longo dos Gltimos 50 ns da
simulacéo de 500 ns.
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Fonte: Autores (2020).

Como pode ser visto na figura 11, a distancia do oxigénio do grupo COO" do Glu®® para
0 ion cobre é de aproximadamente 4 A ao longo da dindmica molecular. Embora ndo seja
possivel observar a formacdo de uma ligacdo quimica numa simulacdo classica, o resultado
dessa analise fornece mais um suporte para 0 modelo sugerido a partir da estrutura
cristalografica da pMMO de que o residuo Glu®, de fato ndo faz parte da primeira esfera de
coordenacdo do sitio de cobre. Uma ligacdo covalente tem em média 1.4 A- 2.6 A, logo uma
distancia de 4 A revela que o OE2 n#o esta coordenado ao Cu®* (HOUSECROFT; SHARPE,
2012). A anélise visual de algumas estruturas da trajetdria obtida da dindmica molecular revelou
que a coordenacéo do Glu® ao ion cobre é dificultada pela existéncia de uma série de possiveis
ligacBes de hidrogénio entre o grupo COO™ do Glu® com moléculas de agua, e com outros
residuos da segunda esfera de coordenacéo.

A estrutura cristalografica da pMMO resolvida por difragdo de raios x revelou que o
principal candidato para sitio catalitico esta localizado na parte soluvel da estrutura da proteina,
numa regido exposta ao solvente. Assim, é razodvel imaginar que haja a possibilidade de que
moléculas de agua interajam com o sitio ativo, inclusive compondo a primeira esfera de
coordenagdo. Recentemente, Ross e colaboradores (2019) propuseram, a partir de
caracterizagdes bioguimicas e de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica, que
o sitio mononuclear de cobre da parte soltvel da pMMO é formado por um complexo de Cu?*
contendo os residuos His*3, His'®’ e His!®, e uma molécula de 4gua. Embora esse trabalho tenha

trazido um avanco de grande importancia na determinacdo da composic¢do do sitio ativo da
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pPMMO, o estudo em si ndo levou em conta de maneira direta efeitos dindmicos do meio
solvente, como por exemplo a difusdo de moléculas de &gua, 0 que em principio permitiria que
mais de uma molécula acessasse regifes proximas ao cobre. Para quantificar a interacdo de
moléculas de dgua com o centro catalitico da pMMO, foi calculado o nimero médio de
moléculas de 4gua localizadas numa esfera de raio de 5 A em relag&o ao ion cobre. O resultado
dessa analise, feita considerando os Gltimos 50 ns da simulacdo de 500 ns, est4d mostrado na

figura 12.

Figura 12. NGmero de molécula de dgua dentro de uma esfera de raio 5 A em relagdo ao ion
Cu?*. Valores dos Gltimos 50 ns da simulagdo de 500 ns.
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O resultado mostrado na figura 12 mostra que em média 10 moléculas de 4gua ocupam
uma regido proxima a 5 A do centro de cobre. Levando em conta a difusdo da agua, esse
resultado reforca a possibilidade de que mais de uma molécula de dgua alcance a primeira esfera
de coordenacédo do cobre. Para obter ainda mais detalhes sobre a questdo da possibilidade de
moléculas de agua na primeira esfera de coordenacdo do cobre, foi calculado a funcéo de
distribuigdo radial envolvendo o par Cu?*---H,0. O resultado dessa analise estd mostrado na

figura 13.
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Figura 13. Funcéo de distribuicdo radial Cu?*---H,0 calculada considerando os ultimos 50 ns
da simulacéo de 500 ns.
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Fonte: Autores (2020).

O perfil da fungéo de distribuicdo radial Cu-H>O mostra a existéncia de dois picos
intensos e bem definidos entre 0,2-0,3 nm. Apds esses dois picos foi observado um pico de
menor intensidade e, um pouco mais largo entre 0,4 e 0,6 nm. A partir desse ponto ndo € mais
observado nenhuma estruturacdo ordenada. Os dois picos entre 0,2-0,3 nm revela a existéncia
de moléculas de dgua proximas de uma possivel primeira esfera de coordenacgédo do ion cobre.
A integracdo desses dois picos revelou um numero de coordenacdo de 2,287, o que pode ser
interpretado como a coordenacdo média de duas moléculas de dgua. A figura 14 mostra uma
ampliacdo dos dois primeiros picos de solvatacdo em torno do cobre, e uma representacédo da

ultima estrutura gerada da dindmica molecular de 500 ns.
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Figura 14. Ampliagcdo dos dois primeiros de picos de solvatagdo da funcdo de distribuigéo
radial Cu?*---H,0, os quais foram integrados para determinar o nimero de agua diretamente
coordenadas ao cobre. Em destaque é mostrado uma estrutura que mostra duas moléculas de
agua coordenadas ao cobre.

g(r)

1 L 1 L 1 L 1 " 1 " 1 "
05 075 1 125 15 1.75
r (nm)

Fonte: Autores (2020).

As andlises estruturais realizadas com a trajetéria gerada da simulacdo de dindmica
molecular de 500 ns indicam que o sitio catalitico da pMMO é formado por um complexo
mononuclear de cobre com a primeira esfera de coordenagdo composta pelos residuos His®,
His¥", His'*® e duas moléculas de agua organizados numa estrutura octaédrica distorcida
(Figura 13). Esse modelo difere do proposto por Ross e colaboradores (2019) apenas pela
presenca de mais uma molécula de 4&gua. Como ja mencionado, Ross e colaboradores (2019)
usaram recentemente espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica para investigar a
natureza quimica do sitio da pMMO. Assim, a proxima etapa desse trabalho foi a realizacéo de
calculos dos pardmetros de EPR do modelo proposto para em seguida realizar uma comparagao
com valores experimentais medidos por Ross e colaboradores (2019). Porém, nosso objetivo
central é de alguma forma incluir, na determinacao desses parametros, os efeitos da dinamica
estrutural da proteina influenciada também pelo meio solvente. Entretanto, &

computacionalmente invidvel a realizacdo de calculos quénticos para um conjunto enorme de



50

estruturas geradas da dinamica molecular de 500 ns. Assim, com o objetivo de reduzir o nimero
de estruturas, foi realizado uma selecéo estatistica das estruturas mais relevantes usando as
bases 0 método de agrupamento de estruturas. Os detalhes e resultados dessa etapa estdo

descritos no proximo topico.

5.2 ANALISE DE CLUSTER A PARTIR DOS ULTIMOS 50 ns

Neste tdpico, é descrito a metodologia utilizada para selecionar estruturas médias que
sdo representativas estatisticamente da dindmica molecular de 500 ns. A analise foi realizada
com 1.251 estruturas geradas nos Gltimos 50 ns da simulacéo de 500 ns.

Uma vez que foco central € a regido do sitio ativo da pMMO, a anélise de cluster foi
limitada para a regi&o contendo os residuos que localizados numa esfera de raio 5 A rem relacéo
ao ion cobre, que sdo os residuos que podem ter contribuicdes mais importantes para 0 processo
de catélise. Os residuos selecionados foram: His®, Gly3*, GIu®, His!¥, His!® e duas moléculas
de &gua (que durante a simulagdo permaneceram coordenadas ao 4&tomo de cobre), ndo foram
aplicadas restri¢es a nenhum dos atomos. Para essa analise foram escolhidos os raios de corte:
0,03 nm, 0,035 nm, 0,04 nm, 0,045 nm e 0,05 nm.

O método de cluster utilizado foi o método Gromos, formulado por Daura, et. al (1999)
e Daura, Gunsteren e Mark (1999). Neste método, para encontrar grupos dentro de uma
trajetdria é selecionado um RMSD, e para cada RMSD, a estrutura com o maior nimero de
“vizinhos” ¢ tomada como o centro do cluster e, forma com esses vizinhos um (primeiro)
cluster. As estruturas deste cluster foram posteriormente eliminadas do conjunto de estruturas
total (pois ja formou um cluster), a estrutura com a maioria desses vizinhos se torna o centro do
segundo grupo de estruturas, as estruturas que pertencem ao segundo cluster também sdo
removidas do grupo de estruturas total. O processo € repetido até que o conjunto de estruturas
total pertenca a um cluster (DAURA et al., 1999; DAURA; VAN GUNSTEREN; MARK,
1999). Em termos mais simples, ap0s essa analise ha um agrupamento do maior nimero de
possiveis estruturas em cada cluster, e o resultado grafico que é obtido pode ser visualizado.
Para cada um dos clusters formados € escrita uma estrutura média que é representativa para
aquele cluster, estruturas que sdo energeticamente proximas umas das outras, sendo o primeiro
cluster maior que os demais (mais populoso, com mais estruturas). Na figura 15, € mostrado o

gréfico contendo o numero de estruturas encontradas em relacdo a cada RMSD selecionado.
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Figura 15. Namero de clusters encontrados em relagdo ao RMSD selecionado.
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Os valores para o raio de corte precisam ser testados para que se escolha o melhor raio
de corte, logo precisou-se testar varios raios de corte para a escolha do melhor. Os critérios
propostos por Daura et. al (1999) e Singh, et. al (2017) para a escolha do melhor raio de corte
estabelecem que um raio de corte satisfatorio é aquele que leva em consideracao que pelo menos
50% das estruturas estejam contidas em um Unico cluster e, que os clusters mais representativos
(o que contenham mais estruturas), contenham pelo menos 80% de toda a trajetéria e poucos
clusters contenham apenas um membro. Dentro desses critérios, foi escolhido o raio de corte
de 0,04 nm, o qual gerou um conjunto de 38 estruturas médias, as quais foram usadas como
entrada para a realizacdo dos célculos dos pardmetros de EPR num esquema sequencial
DM/DFT.

Na figura 16 € mostrado o grafico que descreve o tamanho de cada cluster formado, ou

seja, quantas estruturas sao pertencentes a um determinado cluster (para 0 RMSD de 0.04 nm).
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Figura 16. Tamanho de cada cluster para 0 RMSD de 0.04 nm.
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Cada ponto do gréfico da figura 16 corresponde a caracteriza¢do dos 38 aglomerados
selecionados com o raio de corte do RMSD de 0,04 nm. Como pode ser observado, o primeiro
cluster é o maior aglomerado em relacdo aos demais contendo aproximadamente 845 estruturas.
Em sequéncia os aglomerados vdo diminuindo em nimero de estruturas até o ultimo conjunto
formado por 1 estrutura. A figura 17 mostra uma sobreposi¢do das 38 estruturas médias geradas

da anélise de cluster, bem como a estrutura média obtida a da média dessas 38.
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Figura 17. Representacdo das estruturas médias geradas da analise de cluster. Em lil&s a

estrutura obtida da média das 38 estruturas geradas da anélise de cluster.

Fonte: Autores (2021).

A sobreposicdo das 38 estruturas médias geradas da analise de cluster fornece um
indicativo da dindmica estrutural na regido do sitio ativo. A figura 18 mostra alguns parametros
estruturais de 12 dessas 38 estruturas medias. As distancias estdo dadas em Angstrom e 0s

angulos em graus.
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Figura 18. Doze estruturas médias geradas da analise de cluster feita com os ultimos 50 ns da
simulacdo de 500 ns.
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A andlise das dozes estruturas mostradas na figura 18, assim como as outras 26 que
formam as 38 estruturas médias geradas da andlise de cluster, mostra que o complexo de cobre
do sitio da pMMO apresenta uma estrutura octaédrica distorcida principalmente no eixo axial,
onde de acordo com os resultados da dindmica molecular é ocupado por duas moléculas de
agua. E importante destacar que algumas dessas estruturas indicam que uma das moléculas de
agua apresentam uma coordenacdo mais frouxa ao ion cobre. Por exemplo, na estrutura 8 da
figura 18 a distancia do oxigénio de uma das dguas para o cobre é de 2,54 A. Em outros casos
também é observado valores da distancia d(H.O---Cu) na faixa de 2,40-2,80 A. Como também
pode ser visto nas estruturas mostradas na figura 18, o residuo Glu35 interage fortemente via
ligacBes de hidrogénio com uma das moléculas de dgua. Também é observado ligagdes de
hidrogénio entre as moléculas de 4gua e a cadeia lateral de alguns residuos, como His*® e His*®’.
E importante destacar que a analise do nimero de moléculas de 4gua num raio de 5 A do fon
cobre revelou que em média 10 moléculas de agua acessam a regido do sitio ativo. Dessa forma,
0 conjunto dessa rede cooperativa de ligacdes de hidrogénio juntamente com o consideravel
coeficiente de autodifusdo da dgua em meio bioldgico, apontam para atestar a consideravel
dindmica de moléculas de 4gua na regido do sitio ativo, justificando também a labilidade dessas
moléculas de dgua coordenadas ao cobre. Assim, o conjunto desses fatores podem ajudar a
explicar a proposta de Cao e colaboradores (2018) de que o sitio teria apenas uma molécula de
agua coordenada. Nesse estudo, os autores utilizaram a metodologia chamada refinamento
quéntico, onde é utilizado calculos de quimica quantica para refinar dados cristalograficos, e a
partir de um estudo sistematico considerando um conjunto de diferentes geometrias para
complexos mono e dinucleares contendo uma ou duas moléculas de &gua, concluiram que a
estrutura que melhor se ajusta aos dados cristalograficos é a de um sitio monuclear de cobre
com uma molécula de agua extra coordenada.

Porém, uma possivel limitacdo dessa proposta é o fato justamente de n&o ter sido levado
em conta a dinamica estrutural da proteina na presenca do meio solvente. Assim, com base nos
nossos resultados de dindmica molecular, e também como sera mostrado mais adiante
suportados por calculos DFT, sugerimos que exista uma alta possibilidade de que duas
moléculas de &gua se coordene ao cobre, porém fatores como interagfes de ligacGes de
hidrogénio entre moléculas de agua, e delas com residuos da primeira e segunda esfera de
coordenacdo, bem como a prépria capacidade de difusdo da agua, faz com que a sua
coordenacdo ao centro de cobre apresente uma labilidade maior do que a observada, por
exemplo, numa estrutura cristalogréafica. E pensando em termos de mecanismo de acdo essa

labilidade passa a ter um papel importante no processo, pois € bem conhecido que a enzima s
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catalisa metano na presenca de oxigénio molecular, assim acreditamos que essa labilidade
facilite a coordenacgéo do O ao cobre fazendo com que a reagéo de troca de ligante H>O por O
ocorra com uma barreira de ativacdo baixa. Varios estudos tém mostrado que ligacdes de
hidrogénio também sdo dominadas por efeitos de natureza quantica (CHEN et al., 2003; LI,
WALKER; MICHAELIDES, 2011; MORRONE; CAR, 2008; TRUHLAR, 2010). Dessa
forma, decidimos avaliar o que alguns desses efeitos provocaria na estrutura do sitio ativo da
pMMO. Entéo, foi realizado um célculo de otimizacdo de geometria ao nivel B97-D3/def-SVP
usando como estrutura de partida uma estrutura obtida da média das 38 geradas da analise de
cluster. Além das duas moléculas de 4gua coordenadas diretamente ao cobre, neste modelo
também foi incluido no calculo quantico as moléculas de dgua localizadas num raio de 5 A em
relacdo ao ion cobre. Isso foi feito para tentar captar a contribuicdo da rede de ligacdes de
hidrogénio das dguas proximas da regido do sitio ativo. A estrutura obtida esta mostrada na

figura 19.

Figura 19: Geometria otimizada ao nivel B97-D3/SVP do modelo contendo os residuos His®,
His'®, His®°, Gly** e Glu®, e as moléculas de 4gua contidas numa esfera de raio 5 A em relagéo
ao ion cobre.
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Fonte: Autores (2021).
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Como pode ser visto na figura 19, a estrutura obtida ao nivel UB97-D3/SVP também é
caracterizada como uma estrutura octaédrica distorcida com o eixo axial desviando cerca de 20°
do valor 6timo de 180°. Os resultados dessa analise também indicam que a 4gua oposta ao Glu®
deva ser a mais labil, uma vez que a distancia para o ion cobre é consideravelmente maior do
que a da molécula de 4gua que forma ligagdo de hidrogénio com o Glu®. Isso sugere que este
seja 0 canal cineticamente preferencial para a entrada da molécula de O. que corresponde a

primeira etapa do ciclo catalitico da pMMO.

5.3 CALCULO DOS PARAMETROS DE RPE PARA O SITIO MONONUCLEAR DE
COBRE DA pMMO.

Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE ou do inglés EPR-
Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy), € uma técnica de ressonancia que envolve
transicdes que sdo induzidas por radiacdo na faixa de micro-ondas. Essa técnica € utilizada para
obter informacdes de sistemas quimicos que possuem elétrons desemparelhados, e por isso € de
grande importancia na caraterizacdo de compostos de coordenacdo contendo ions de metais de
transicdo (HOUSECROFT; SHARPE, 2012). O espectro de RPE é medido numa frequéncia
fixada na regido de micro-ondas e variando o campo magnético. Moléculas com elétrons
desemparelhados possuem um dipolo magnético spin resultante. Na presenca de um campo
magnético H, a existéncia de um dipolo magnético do spin gera uma energia potencial de

interacdo dada pela equacao 16.

Onde g; é chamado fator de Landé. O fator de Landé pode ser estimado de maneira aproximada
pela equacdo 17:

o JU+D+SE+ D) -LAL+ 1)

Onde J é o nimero quantico que mede o acoplamento spin-orbita, S é o nimero quantico total
de spin e L € numero quéantico de momento angular. Para um elétron livre g = ge = 2,0023193
~ 2,00. Porém, na maior parte de situacdes praticas os elétrons ndo estdo isolados, mas sim em

moléculas e, assim como a componente de spin eles também sempre apresentam uma
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componente orbital. Dessa forma, dependendo do tipo de orbital no qual o elétron esta
“localizado”, ele ira ressonar com um valor de g diferente do ge do elétron livre. Assim, o valor
do parametro g fornece informacoes estruturais através da componente orbital. (HAGEN, 2008;
HOUSECROFT; SHARPE, 2012; JASNIEWSKI; HU; RIBBE, 2018). A diferenca entre g e ge
€ muito pequena para radicais organicos livres, mas pode ser significativa no caso de compostos
paramagnéticos de ions de metais de transigdo, por isso essa técnica tem sido fundamental na
caracterizacdo de sistemas inorganicos. Principalmente na caracterizacao de centros cataliticos
de metaloenzimas que possuem ions de metais de transicdo (ABDULLIN; SCHIEMANN,
2020).

Na tabela 3, s&o mostrados os valores de g para diferentes metais e seus respectivos
estados de oxidacdo e exemplos de onde podem ser encontrados estes metais em

metaloproteinas/metaloenzimas.

Tabela 3. Valores de g para ions de metaloproteinas/metaloenzimas.

fon Metélico Spin Exemplo Valor de g/
intervalo
Ferredoxinas
Fed* Yo ) 2.2-1.6
(reduzida)
Cobalamina
Co? Y - 2.0-2.3
(vitamina Bizr)
Cu? Yo Ceruloplasmina 2.02-2.3
Mo®* 3/2 Nitrogenase 4.3-1.9

Fonte: Adaptado de Fee (1978).

O uso do Hamiltoniano efetivo de spin, H = gugHS, assume que g € uma matriz

simetrica (3x3) (GISPERT, 2008). O Hamiltoniano deve ser escrito como:

gxx gxy ng Hx
H = up[S,SyS,] <gyx yy gy2> H, (18)
Y9zx Yzy Yzz/ |H,

Para simplificar o tratamento matematico do tensor da equagdo 18, é feito um

procedimento de diagonalizacdo que transforma a matriz em:



59

ex 0 0
0 gyy O (19)
0 0 g,

O que reduz o problema ao tratamento de apenas trés valores de g: gx, gy € 9. Quando os trés
valores de g sdo diferentes se tem o caso de anisotropia total. J& quando a anisotropia é apenas
axial (direcdo z) g, = g, # g, cOMm g, =g, =g,, € g, = g,. Este (ltimo caso é o mais
frequentemente observado, por exemplo, em complexos de cobre.

Com o objetivo de auxiliar na intepretagdo dos dados de EPR determinados
experimentalmente, e de avaliar a validade do modelo quimico do sitio da pMMO proposto
nesse trabalho a partir de simulacdo de dindmica molecular, foram realizados célculos dos
pardmetros de EPR considerando as 38 estruturas medias obtidas da analise de cluster
apresentada e discutida na se¢do anterior. Os calculos de EPR, foram realizados utilizando os
funcionais de troca-correlacdo: B3LYP, BHANDHLYP e revPBE. Um outro objetivo
especifico desse estudo foi avaliar o desempenho de diferentes funcionais de troca-correlagdo
da DFT na determinacdo de parametros de parametros de EPR desse tipo de sistema
bioinorgénico. Os resultados obtidos para as 38 estruturas geradas da analise de cluster (ver
figura 17) estdo apresentados nas figuras 20, 21 e 22. As tabelas com todos os valores usados
para construir os graficos das figuras 20, 21 e 22 estdo apresentadas nos Apéndices F, G e H.

Os resultados obtidos quando comparados com a faixa de valores para o valor de g na
tabela 3, eles estdo dentro dos valores que sdo observados em outras metaloproteinas que
contém cobre. A anélise do espectro de EPR medido por Ross e colaboradores (2019) para a
pMMO (M. capsulatus (Bath)) revelou que o sitio de Cu (II) da subunidade pmoB é
caracterizado pelos seguintes valores do parametro g = [2,035, 2,068, 2,242], 0 que caracteriza
que o ion cobre (I1) estd num ambiente com anisotropia. Os resultados apresentados nas tabelas
dos Apéndices F, G e H reproduzem essa anisotropia. Os resultados experimentais de EPR
também mostraram que o eixo axial (z) tem um valor de g consideravelmente diferente dos
eixos equatoriais (x e y). Isso € um indicativo de que a natureza quimica do ligante axial é
diferente dos ligantes equatoriais. De fato, no modelo aqui proposto a base equatorial é formada
por ligantes nitrogenados e 0 eixo axial pelos &tomos de oxigénio das duas dguas coordenadas.
Em termos quantitativos, todos os funcionais avaliados nesse estudo reproduzem de modo
satisfatorio o pardmetro g da base equatorial (g« e gy). Entretanto, com relacdo ao g axial o

funcional BHANDHLYP (Figura 22) é o que melhor reproduz o valor experimental.
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Para o caso do g axial (g;), considerando os trés funcionais testados, apresentamos 0s
resultados nas figuras 20, 21 e 22. Nas figuras, também estdo apresentados os erros relativos
para os valores calculados para cada um dos 38 frames com os trés funcionais utilizados.

Para o calculo do erro relativo, foi considerada a diferenca entre o valor calculado e o

valor experimental, como apresentado na equagéo 20.

Ve— Ve
Eg = UTD (20)

Onde Er representa o erro relativo, V. representa o valor calculado e Ve, representa o valor

experimental. Para representar o erro percentual, basta que se multiplique o resultado por 100%.

Figura 20. Valores calculados para g;, considerando o funcional B3LYP e o erro relativo

associado a cada frame.
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Fonte: Autores (2021).
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Figura 21. Valores calculados para g., considerando o funcional revPBE e o erro relativo

associado a cada frame.
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Figura 22. Valores calculados para g;, considerando o funcional BHANDHLYP e o erro

relativo associado a cada frame.
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Os dados do grafico da figura 20 (que representa os valores de g, calculados utilizando
o funcional B3LYP), mostram que o funcional B3LYP subestima o valor experimental. De toda
forma, considerando o modulo do erro relativo calculado, o erro associado em relagédo ao valor
experimental varia entre 1,80-3,50%, 0 que mostra que este funcional descreve de maneira
satisfatoria o parametro g,. O funcional revPBE (ver gréafico da figura 21) também, assim como
0 B3LYP, subestima o valor experimental de g;. Porém, neste caso os valores calculados
desviam consideravelmente do valor experimental, com erros entre 4,73% e 9,90% (erro
também calculado em modulo), que ja representa um aumento consideravel quando comparado
ao funcional B3LYP. Vale destacar que para o caso do revPBE, os célculos dos frames 6 e 25
nédo convergiram, e desta forma ndo estdo apresentados na figura 21.

Ao contrario do observado nos valores calculados com os funcionais B3LYP e revPBE,
os resultados obtidos com o funcional BHANDHLYP (figura 22) superestimam o valor
experimental. O erro relativo calculado para o0s resultados obtidos com funcional
BHANDHLYP varia entre 0,67% e 3,21%, 0 que corresponde a menor faixa de erro dentre 0s
funcionais avaliados. Vale destacar que valores calculados com 0 BHANDHLYP para alguns
frames (por exemplo, frames 7, 14 e 34) praticamente reproduz exatamente o valor
experimental. De modo geral, a analise dos resultados obtidos para o fator g, mostram
basicamente dois pontos importantes: (i) funcionais hibridos contendo termo de troca Hartree-
Fock (B3LYP e BHANDHLYP) sdo mais adequados que funcionais puros (revPBE) para o
calculo de g.. Obviamente, que para uma afirmacdo mais ampla seria necessario avaliar uma
classe maior de funcionais de ambas naturezas, porém os resultados aqui obtidos estdo em linha
com o que vem sendo observado em estudos sobre calculos de parametros de ERP em sistemas
inorganicos (AMES; LARSEN, 2009, 2010; NEESE, 2009; ORIO; PANTAZIS, 2021); (ii)
Dentre os funcionais estudados, 0o BHANDHLYP é o que apresenta menor erro relativo em
relagdo ao valor experimental.

O valor exato do parametro g depende consideravelmente do ambiente quimico local do
elétron desemparelhado. Isso significa que a frequéncia exata da ressonancia de absorcao
depende de cada sistema molecular. Os ndcleos também possuem spin, assim existe uma
interacdo, ou acoplamento, entre o spin dos elétrons desemparelhados e o spin do nucleo,

chamado I. Assim, o Hamiltoniano total de spin é dado por:

H = gu,HS — g u HI + AS.T (21)
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Onde os primeiros dois termos contabilizam as interagbes Zeeman eletronica e nuclear,
respectivamente. O terceiro termo descreve o acoplamento dos momentos de spin do elétron e
do nucleo, onde A representa a constante de acoplamento elétron-nucleo também chamada de
constante de acoplamento hiperfino. A constante de acoplamento hiperfino € uma quantidade
relacionada com a probabilidade finita de um encontrar o elétron desemparelhado sobre um
dado nucleo atraves da equagéo 22.

8w
A=Ay = ?geﬂegnﬂnllpolz (22)

Onde |W,|? ¢é o quadrado do valor da funcdo de onda do elétron desemparelhado avaliado no
volume do ndcleo (GISPERT, 2008). Dessa forma, a constante de acoplamento hiperfino € uma
guantidade bastante atil no espectro de EPR porque pode trazer informacGes sobre em que
atomo ou atomos o elétron desemparelhado esta “localizado”.

O estudo experimental de Ross e colaboradores (2019) determinou que a constante de
acoplamento hiperfino (A;) do ion cobre é A; = 570 MHz ou 190x10* cm™. Os valores de A,
foram calculados para cada frame utilizando também os funcionais: B3LYP, revPBE e

BHANDHLYP, os resultados estdo exibidos nas figuras 22, 23 e 24, respectivamente.
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Figura 23. Resultado do calculo de acoplamento hiperfino (A;) para o funcional B3LYP e 0

erro associado a cada frame.
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Figura 24. Resultado do calculo de acoplamento hiperfino (A;) para o funcional

erro associado a cada frame.
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Figura 25. Resultado do célculo de acoplamento hiperfino (A;) para o funcional BHANDHLYP
e 0 erro associado a cada frame.
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Como ja mencionado, a constante de acoplamento hiperfino é um pardmetro mais
sensivel do que o fator g em relacdo a natureza do ambiente quimico onde o ocorre a maior
probabilidade de se encontrar o elétron desemparelhado. Assim, é de se esperar que o calculo
de parametro seja também mais sensivel ao nivel/método de calculo. Os resultados mostrados
nas figuras 23, 24 e 25 comprovam isso. Ao contrario do observado nos resultados para gz, onde
os valores calculados para cada frame variam pouco, os valores de A; variam razoavelmente de
frame pra frame. Isso independente do funcional. Também pode observado que o erro relativo
calculado para A; € consideravelmente maior do que o obtido para g.. Novamente independente
do funcional. Em termos quantitativos, os erros relativos calculados com os trés funcionais
considerando as 38 estruturas geradas da analise de cluster variam nas seguintes faixas:
BHANDHLYP (0,2-20,0%); B3LYP (2,0-44,0%) e revPBE (10,0-87,0%). Assim como 0 Visto
nos valores obtidos para o fator g;, os funcionais hibridos apresentam melhores resultados do
que os obtidos com o funcional puro revPBE, com o funcional BHANDHLYP apresentando o
melhor desempenho dentre os funcionais utilizados. Vale destacar que para os frames 2, 3, 4,
13, 22, 34 e 35, os valores calculados com o BHANDHLYP praticamente reproduzem
exatamente o valor experimental. Dessa forma, o conjunto dos resultados aqui obtidos indicam

que o melhor funcional para descricdo dos parametros de EPR do sistema investigado € o
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funcional BHANDHLYP. Esse resultado pode servir de base para estabelecer uma metodologia
para o estudo de espectro de EPR de complexos de cobre presentes em sistemas bioldgicos.
Em estudos de EPR é comum se avaliar a razéo entre o valor do parametro g; e o valor
da constante de acoplamento para se obter informacdes estruturais em torno de um dado atomo.
No trabalho de Ross e colaboradores (2019), de posse desse valor de A e do parametro g; foi
determinado uma razéo g./A; de ~118 cm, 0 que a partir de comparagdes com outros estudos
levou os autores a concluirem que esse valor indica que o ion cobre (I11) da pMMO possui um
ambiente de coordenacdo equatorial altamente plano®, o que esta em acordo com as estruturas
médias da analise de cluster obtidas dos ultimos 50 ns da dindmica molecular de 500 ns (ver
figura 18). Essa questdo da estrutura plana da base equatorial do sitio de cobre da pMMO
revelada por essas medidas de EPR também serve para validar qualidade dos parametros do
pseudo-atomo de cobre desenvolvido por Liao, Kamerlin e Strodel (2015) e que foram usados
nesse trabalho. Uma vez que o funcional BHANDHLYP foi o que forneceu a melhor descricéo
dos parametros g; € A; em comparagao com o experimento, calculamos a média do valor de da
razdo g./A; para compararmos com o resultado experimental. Considerando os resultados
obtidos para as 38 estruturas da analise de cluster, calculou-se o valor médio da razdo g./A; e
foi obtido um valor de 124 cm + 7,00 (considerando a média de todos os frames), o que
representa um 6timo acordo com o valor determinado experimentalmente (118 cm). Os valores
dessa razdo para os outros funcionais estdo mostrados nos apéndices deste trabalho (apéndices
F, G e H). Por fim, comparamos o valor médio dos parametros de EPR obtido a partir dos
valores calculados com o funcional BHANDHLYP para as 38 estruturas da analise de cluster
realizada com a trajetdria dos Gltimos 50 ns da simulacéo de 500 ns, com os valores obtidos a
partir da geometria otimizada ao nivel UB397-D3/SVP (ver figura 19). Os valores obtidos, ao
nivel BHANDHLYP/Def2-TZVP, de g; e A; a partir da geometria otimizada da figura 19 foram
2,294 e 490,0 MHz, respectivamente. Esses valores estdo em muito bom acordo com os valores
médios de 2,290 + 0,021 e 557 + 7,0 MHz calculados com base nas 38 estruturas médias da
analise de cluster. A constante de acoplamento hiperfino é uma grandeza bastante sensivel ao
ambiente quimico, por isso acreditamos que a principal razdo para a diferenca entre o valor de
A; médio das 38 estruturas da analise de cluster e o calculado com base na geometria otimizada
via DFT se deva ao fato de que a estrutura DFT foi obtida considerando as 10 moléculas de

agua que a analise da trajetdria da dindmica molecular revelou ser o nimero médio de moléculas

5> Os valores da razdo gZ/A ~ 105 — 135 cm, indicam ambiente de coordenagdo quadrado plano (PATEL et al.,
Z
2009; POGNI et al., 2000).
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de 4gua que acessam uma regido de 5 A do ion cobre da pMMO, e a as estruturas da anélise de
cluster s6 levou em conta as duas moléculas diretamente coordenadas ao cobre.

Dessa forma, os resultados estruturais e eletrénicos aqui obtidos, e comparados com
dados experimentais, fornecem boas bases para propor que o sitio catalitico da pMMO seja um
complexo mononuclear de cobre coordenado pelos residuos His®, His!® e His'*® na base
equatorial, e por duas moléculas de agua no eixo axial, sendo uma dessas moléculas de agua
mais labil o que pode sugerir uma coordenacdo mais frouxa ao ion cobre fazendo com o que ao
longo do tempo, sob presenca de meio solvente, o sitio da pMMO alterne entre uma estrutura

octaédrica distorcida e uma estrutura piramidal de base quadrada com coordenacéo 5.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram investigadas as propriedades estruturais e eletrénicas da parte
solvel da forma particulada da enzima pMMO, a fim de compreender melhor a composi¢édo
quimica da regido do sitio catalitico da pMMO, incluindo a possibilidade da presenca de
moléculas de dgua, uma vez que sitio ativo esté localizado numa regido da proteina exposta ao
solvente. O estudo foi realizado a partir da realizacdo de simulacGes classicas de dinamica
molecular e célculos de quimica quantica utilizando a teoria do funcional da densidade.

A andlise da variagdo da distancia entre o GIu® e o centro de cobre, feita sobre os
ultimos 50 ns da simulac&o de 500 ns, mostrou que esse residuo ndo deve compor a primeira
esfera de coordenacao do ion Cu (11), como proposto em outros trabalhos tedricos. A distancia
média calculada entre o grupo COO" e o Cu?* foi aproximadamente 4 A durante a simulago de
dindmica molecular. A andlise estrutural revelou que a possibilidade de formacéo de ligacbes
de hidrogénio do grupo COO" do Glu*® com moléculas de 4gua, € com outros residuos proximo
a ele, dificulta a sua coordenacdo ao ion cobre.

Também foi verificado o nimero médio de moléculas de agua a 5 A de distancia do
centro de cobre, com intuito de verificar a possibilidade de moléculas de dgua na primeira e
segunda esferas de coordenacdo. Os resultados da andlise dos ultimos 50 ns de simulacdo
revelou que em média 10 moléculas de 4gua ocupam a regido préximaa 5 A do cobre. O célculo
da funcdo de distribuicdo radial para o par Cu (I11)-H20 e a integracéo dos dois primeiros picos
de solvatacdo, revelou que duas moléculas de agua ocupam a primeira esfera de coordenacao
do cobre junto com os residuos His*3, His!3’ e His!®. Até onde é de nosso conhecimento, esse
é o primeiro modelo a propor a presenca de duas moléculas de 4gua coordenadas ao cobre.

Para que pudesse ser feito o estudo das propriedades eletrbnicas do sitio ativo da
pPMMO, foi realizada uma anélise estatistica nos tltimos 50 ns de simulacdo para selecionar as
estruturas mais relevantes. Essa analise gerou um conjunto de 38 estruturas médias que foram
usadas como entrada para a realizacdo de calculos dos parametros de EPR do complexo de
cobre. Os resultados obtidos para a determinacdo do pardmetro g mostraram que 0s trés
funcionais utilizados (B3LYP, BHANDHLYP e REVPBE) reproduzem a anisotropia
observada experimentalmente na medida do espectro de EPR da pMMO. Em termos
quantitativos, todos os funcionais avaliados nesse estudo reproduziram de modo satisfatorio o
parametro g da base equatorial (gx e gy). Entretanto, com relacdo ao g axial o funcional
BHANDHLYP é o que melhor reproduziu o valor experimental. Tomando como base as 38

estruturas da andlise de cluster, foi calculado o valor médio da razdo g./A; com funcional
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BHANDHLYP, e foi obtido um valor de aproximadamente 124 cm, o qual estd em 6timo
acordo com o valor determinado experimentalmente (118 cm).

A comparacdo dos resultados aqui obtidos com dados experimentais recentes,
principalmente dados de EPR, sugerem que o sitio catalitico da pMMO seja um complexo
mononuclear de cobre coordenado pelos residuos His®, His!®’ e His!3 na base equatorial, e por
duas moléculas de 4gua no eixo axial, sendo uma dessas moléculas de agua mais l&bil do que a
outra, 0 que gera uma coordenacdo mais frouxa ao ion cobre fazendo com o que ao longo do
tempo, sob presenca de meio solvente, o sitio da pMMO possa alternar entre uma estrutura
octaédrica distorcida e uma estrutura piramidal de base quadrada com coordenacgdo 5. Essa
proposta pode ajudar na compreenséo detalhada da primeira etapa do ciclo de agdo da enzima,
a qual envolve a coordenacdo e ativacao da molécula de oxigénio para gerar a espécie catalitica
ativa capaz de oxidar o metano.

Como principal perspectiva desse trabalho tem-se a ideia de utilizar o modelo elaborado
aqui a partir da dindmica molecular e célculos DFT, e utilizar métodos hibridos do tipo QM/MM
para investigar a reacdo de oxidacdo do metano, levando em consideracdo as principais etapas
do mecanismo da reacdo, com a adequada caracterizacdo de intermediarios e estados de

transicdo, a fim de elaborar o perfil cinético e termodinamico da reacéo.
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APENDICES

APENDICE A - INPUT EQUILIBRACAO NPT

; Equilibracdo NpT

integrator = md ; Algorithm: Leap-Frog

dt =0.002 ; Timestep: 2 fs

tinit =0 ; Tempo inical

nsteps =500000 ; NUmero de etapas : 500 000 * 2 fs = 1000 000 fs = 1000 ps
comm-mode = Linear

nstcomm =100

; Controle do arquivo de saida

nstxout =50000 ; 100 trr output frames
nstvout = 50000

nstfout = 50000

nstxout-compressed = 5000 ; 1000 xtc output frames
nstlog =1000

nstcalcenergy =1000

nstenergy =1000 ;5000 energy output frames

; Busca por vizinhos
cutoff-scheme = Verlet ; Algoritmo para definir o raio de corte p/ interac6es nao ligadas

nstlist =20 ; Frequéncia p/ atualizar a lista de vizinhos
ns-type =grid ; Cria o grid na caixa de simulacdo p/ avaliar 0s vizinhos
pbc = Xyz ; Condicdes periddicas de contorno nas trés dimensodes

: Electrostatica

coulombtype =PME ; Particle-Mesh-Ewals

pme-order =4 ; Ordem de interpolacdo PME

fourierspacing = 0.10 ; Espacamento de pontos da grade no espaco de Fourier
rcoulomb =12 ; Raio de corte p/ as interagcdes de Coulomb

: VdW

rvdw =12 ; Raio de corte p/ interacOes de Lennard-Jones

DispCorr = EnerPres ; aplicar correcdes de dispersédo de longo alcance para energia e presséo

; Acoplamento de Temperatura

tcoupl = Nose-Hoover ; Algoritmo de acoplamento

nhchainlength =1 :

tc-grps = Protein Non-Protein ; Separa grupos de acoplamento

tau-t =20 20 ; Constantes de tempo de oscilagdo por grupo
ref-t =298 298 ; Temperaturas de acoplamento (K) por grupo
nsttcouple =10 ; Frequéncia de acoplamento de temperatura

; Acoplamento de pressao
pcoupl = Parrinello-Rahman ; Algoritimo
tau-p =20 ; Constante de tempo de relaxamento de acoplamento



pcoupltype = isotropic
nas 3D

compressibility = 4.5e-5
ref-p =1.0

refcoord-scaling = all
da caixa
nstpcouple =10

: Gerador de velocidade

gen-vel  =no

: Bonds

continuation =yes
constraints = all-bonds
constraint-algorithm = LINCS
lincs-order =6
lincs-iter =1

lincs-warnangle =30

81

; Escalonamento da caixa de simulacdo = isotropicamente
; Compressibilidade da agua
: Pressao de referéncia em bar
: Escale todas as coordenadas ao dimensionar o volume

; Frequencia de acoplamento da pressao
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APENDICE B — INPUT PARA MINIMIZACAO DE ENERGIA

;Input da etapa de minimizacao de energia

integrator = steep ; Algoritmo SD (steepest)

emtol =500.0 ; Critério p/ energia = maximum force < 500.0 kJ/mol/nm

emstep  =0.001 ; tamanho da etapa (passo) da minimizacéao

nsteps  =1000 ; NUmero méaximo de etapas

nstxout =10

nstlist =1 ; Frequéncia para atualizar a lista de vizinhos e forgas de longo alcance

cutoff-scheme = Verlet ; Algoritmo para definir o raio de corte p/ interacfes ndo ligadas
verlet-buffer-tolerance = 0.005 ; Define o erro maximo permitido para interagdes de pares por
particula

ns_type =grid ; Método para determinar a lista de vizinhos

coulombtype = PME  ; Tratamento de interacGes eletrostaticas de longo alcance
pme-order =14 ; Ordem da serie da formulagcdo PME

rcoulomb =1.2 ; Raio de corte p/ interacdes eletrostaticas

rvdw =12 ; Raio de corte p/ interacdes de Van der Waals

DispCorr = EnerPres ; aplicar correcdes de dispersdo de longo alcance para energia e
pressao

pbc = Xyz ; CondicGes Periddicas de Contorno nas trés dimensdes

Constraints = none



83

APENDICE C - ETAPA DE PRODUCAO

; Input 100 ns NpT

integrator =md ; Algoritimo de integracao: Leap-Frog

dt =0.002 ; Timestep: 2 fs

tinit =0 ; Tempo inicial

nsteps =50000000 ; Numero de etapas: 5000000 * 2 fs = 100000000 fs = 100000 ps
comm-mode = Linear

nstcomm =100

; Controle do arquivo de saida (output)

nstxout =0

nstvout =0

nstfout =0

nstxout-compressed = 20000 ; salvar coordenadas formato xtc
nstlog =10000

nstcalcenergy = 10000

nstenergy = 10000 ; escrever energias no output

; Busca por vizinhos
cutoff-scheme = Verlet ; Algoritmo para definir o raio de corte p/ intera¢6es ndo ligadas

nstlist =20 ; Frequéncia p/ atualizar a lista de vizinhos
ns-type =grid ; Cria 0 grid na caixa de simulacdo p/ avaliar 0s vizinhos
pbc = Xyz ; Condicdes periddicas de contorno nas trés dimensdes

; Eletrostatica
coulombtype =PME ; Particle-Mesh-Ewals

pme-order =4 ; Ordem de interpolacdo PME

fourierspacing = 0.10  ; Espacamento de pontos da grade no espaco de Fourier

rcoulomb =12 ; Raio de corte p/ as interaces de Coulomb

: VdW

rvdw =12 ; Raio de corte p/ interacdes de Lennard-Jones

DispCorr = EnerPres  ; aplicar correcdes de dispersdo de longo alcance para energia e
pressdo

; Acoplamento da temperatura

tcoupl = Nose-Hoover ; Algoritmo de acoplamento

nhchainlength =1 ;

tc-grps = Protein Non-Protein ; Separa grupos de acoplamento

tau-t =20 20 ; Constantes de tempo de oscilagdo por grupo
ref-t =298 298 ; Temperaturas de acoplamento (K) por grupo
nsttcouple =5 ; Frequéncia de acoplamento de temperatura

; Acoplamento da pressao

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Algoritmo

tau-p =20 ; Constante de tempo de relaxamento de acoplamento
pcoupltype  =isotropic ; Escalonamento da caixa de simulagéo = isotropicamente
nas 3D

compressibility = 4.5e-5 ; Compressibilidade da agua



ref-p =10
refcoord-scaling = all
caixa

nstpcouple =5

; Velocity generation

gen-vel =no

; Bonds

continuation =yes
constraints = all-bonds

constraint-algorithm = LINCS
lincs-order =
lincs-iter =
lincs-warnangle =30

84

: Pressdo de referéncia em bar
: Escalona todas as coordenadas ao dimensionar o volume da

; Frequéncia de acoplamento da pressédo
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APENDICE D - SIMULACAO CURTA COM ATOMOS DA PROTEINA FIXOS

; input p/ simulacao de 200 ps ¢/ atomos da proteina fixos

define =-DPOSRES ; Algoritmo p/ impor restricGes aos atomos "pesados™ da proteina
: Run control

integrator =md ; Algoritmo de integracdo: Leap-Frog

dt =0.001 ; Timestep: 1 fs

tinit =0 ; Tempo inicial

nsteps = 200000 ; Number of steps: 100 000 * 2 fs = 200 000 fs = 200 ps = 0.2 ns
comm-mode = Linear

nstcomm =100

; Controle sobre a escrita dos arquivos de saida (output)

nstxout =5000 ; 10 trr output frames
nstvout = 5000

nstfout = 5000

nstxout-compressed = 500 ; 100 xtc output frames
nstlog =100

nstcalcenergy =100

nstenergy =100 ;500 energy output frames

; Busca por vizinhos
cutoff-scheme = Verlet ; Algoritmo para definir o raio de corte p/ interacbes ndo ligadas

nstlist =20 ; frequéncia p/ atualizar a lista de vizinhos
ns-type = grid ; Cria 0 grid na caixa de simulag&o p/ avaliar os vizinhos
pbc = Xyz ; Condicdes periddicas de contorno nas Trés dimensdes

; Controle do tratamento das interacdes eletrostaticas
coulombtype =PME ; Particle-Mesh-Ewals

pme-order =4 ; Ordem de interpolacdo PME.

fourierspacing =0.10  ; Espacamento de pontos da grade no espago de Fourier
rcoulomb =12 ; Raio de corte p/ as interacBes de Coulomb

; VdW

rvdw =12 ; Raio de corte p/ interacdes de Lennard-Jones

DispCorr =EnerPres ; aplicar correcOes de dispersao de longo alcance para energia e pressao

; Acoplamento da Temperatura

tcoupl = v-rescale ; Algoritmo de acoplamento

tc-grps = Protein Non-Protein ; Grupos de acoplamento separados

tau-t =0.1 0.1 ; Constantes de tempo de relaxamento de acoplamento por
grupo

ref-t =298 298 ; Temperaturas de referencia (K) por grupo

nsttcouple =10 ; frequéncia de acoplamento de temperatura

; Acoplamento da pressao
pcoupl = berendsen ; Algoritimo p/ acoplamento da pressao
tau-p =10 ; Constante de tempo de relaxamento de acoplamento
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pcoupltype = isotropic  ; Escalonamento da caixa de simulacdo = isotropicamente nas
3D

compressibility = 4.5e-5 ; Compressibilidade da agua

ref-p =1.0 ; Pressdo de referéncia em bar

refcoord-scaling = all ; Escale todas as coordenadas ao dimensionar o volume da caixa
nstpcouple =10 ; frequéncia de acoplamento da pressao

; Velocity generation

gen-vel  =yes ; Gera novas velocidades c/ base na distribui¢cdo de Boltzman
gen-temp =298 ; Temperatura de referencia (K)

; Bonds

continuation =no ; Aplicar restri¢des a configuragdo inicial

constraints = all-bonds ; Restringe os vinculos p/ tornar possivel um intervalo de tempo
maior

constraint-algorithm = LINCS ; Algoritmo de restricao

lincs-order =6 ;

lincs-iter =1

lincs-warnangle =30



APENDICE E - INPUT DE RPE

%pal nprocs 10 end

I uks bhandhlyp def2-tzvp/c NormalSCF ZORA Grid4 NoFinalGrid Direct SOMF(1X)

%scf MaxIter 1000
DampFac=0.90
DampErr=0.02 end

%Dbasis newgto 8 "def2-tzvp" end

newauxgto 8 "def2-tzvp/c" end
newgto 1 "def2-tzvp" end
newauxgto 1 "def2-tzvp/c" end
newgto 7 "def2-tzvp" end
newauxgto 7 "def2-tzvp/c" end
newgto 6 "def2-tzvp" end
newauxgto 6 "def2-tzvp/c" end
newgto 29 "def2-tzvp" end
newauxgto 29 "def2-tzvp/c" end

end

*
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1.28900000
1.08800000
1.58200000
2.55500000
2.30800000
3.18900000
3.14700000
4.23400000
2.50800000
1.13100000
3.13300000
4.17900000
0.96400000
0.04200000
2.14300000
2.36900000
3.47500000
3.54200000
3.98200000
3.81000000
4.76900000
5.68000000
5.04700000
4.09400000
4.80900000
2.80500000
2.38700000
1.96200000
2.48700000
0.58100000
0.18600000

0.02600000
0.77100000
-0.76500000
0.59700000
1.63600000
-0.20100000
-1.26400000
0.00800000
0.06800000
0.07900000
0.37200000
0.46600000
0.35700000
0.44600000
0.45200000
0.65300000
0.45700000
-0.65800000
1.56400000
2.40300000
1.74300000
2.28200000
0.84200000
2.54800000
2.96300000
2.83100000
2.58900000
3.50700000
3.32300000
2.84000000
3.08100000

-0.16900000
-0.81700000
-0.73700000
0.23500000
0.46500000
1.37400000
1.14900000
1.57800000
2.68300000
2.90300000
3.87200000
4.11600000
4.19000000
4.74800000
4.82600000
5.78900000
-0.97400000
-1.48600000
-1.51500000
-0.96800000
-2.71700000
-2.45900000
-3.26000000
-3.82500000
-4.72800000
-3.62400000
-2.74000000
-4.58700000
-5.52400000
-4.49700000
-5.48300000
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0.73400000
-0.45000000
-0.75500000
-1.27300000
-0.00900000

0.85600000
-0.64400000

1.97800000

2.84137749
-2.21500000
-3.10600000
-1.35400000
-1.00100000
-0.38100000
-2.00800000
-1.65000000
-3.04900000
-3.56200000
-2.43400000
-2.48000000
-3.19300000
-3.90700000
-2.27800000
-1.30441312
-4.42600000
-5.28900000
-3.32800000
-2.61700000
-3.79200000
-2.69400000
-2.97800000
-3.47700000
-1.73200000
-1.24100000
-2.22700000
-2.24300000
-1.46200000
-4.92000000
-4.37356038
-0.07800000
-0.17900000
-0.06700000
-0.13600000

0.61800000

0.01600000

1.16900000

1.25516802
-5.73152306
-3.15030186
-1.61207822

1.76200000
3.22000000
4.25800000
2.54000000
2.98400000
2.13800000
3.57600000
4.99100000
5.45827806
-3.58500000
-3.26400000
-2.32400000
-2.15300000
-2.43300000
-1.01200000
-0.17200000
-0.45000000
-0.85700000
0.89700000
1.75100000
0.84200000
1.48400000
-4.20200000
-4.08071956
-3.27000000
-2.74400000
-2.45200000
-3.10500000
-1.79700000
-1.43700000
-0.08300000
0.52500000
-1.68700000
-2.60600000
0.42200000
1.47800000
-0.49400000
-4.19800000
-5.31856925

-4.54700000
-3.43800000
-3.60800000
-3.64900000
-1.99900000
-1.69300000
-1.10900000
-4.27300000
-3.48572554
3.99500000
4.55000000
3.99100000
5.00500000
3.50100000
3.64900000
2.59800000
4.34200000
5.20500000
2.77300000
2.11400000
3.88000000
4.21600000
2.61200000
1.82397068
-2.05800000
-1.65500000
-2.72500000
-3.22600000
-3.46200000
-1.81600000
-1.78700000
-2.41300000
-0.87200000
-0.57600000
-0.80200000
-0.54300000
-0.20000000
-3.16100000
-3.33216907

-0.18500000 1.24100000

1.99400000

2.50300000

2.64600000
-2.35800000
-3.07500000
-2.72300000
5.64044493
-3.89684892
-4.74069074
-4.56246410

1.12100000
0.31500000
1.82000000
1.28600000
1.05800000
1.98600000
-4.72092321
-3.78999790
2.30572930
4.91257793
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%eprnmr nuclei = all Cu {aiso, adip, aorb, rho, sspso, ssfc}

-1.86972654
-1.93989965
-3.78967843
-4.48028107
-3.36564820

gtensor true
dtensor ssandso
dss direct

Ori 70
end

-4.34000967
-5.47942956
-4.13096545
-4.45258319
-4.91568623

5.85286053
4.68518518
-1.05066026
-0.40287170
-1.50277933
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APENDICE F - RESULTADOS PARA O FUNCIONAL B3LYP

Frames  0x Oy 0: Az g/ Az Erro Erro Erro Erro
(MHz) Relativo Relativo Relativo Relativo
Ox Qy 9. Az
1 2.061 2.062 2.189 442 149 1.28% 0.29% 2.36%  22.46%
2 2.048 2.07 2184 491 133 0.64% 0.10% 2.59%  13.86%
3 2.048 2.064 2.178 483 135 0.64% 0.19% 2.85%  15.26%
4 2.052 2.069 2.189 477 138 0.84% 0.05% 2.36%  16.32%
5 2.055 2.061 2.182 443 148 0.98% 0.34% 2.68%  22.28%
6 2054 206 2178 444 147 0.93% 0.39% 2.85%  22.11%
7 2.048 2.053 2.164 432 146 0.64% 0.73% 348%  24.21%
8 2.052 2.073 2.191 507 148 0.84% 0.24% 2.27%  11.05%
9 2.055 2.058 2.182 414 147 0.98% 0.48% 2.68%  27.37%
10 2.049 2.058 2.173 441 147 0.69% 0.48% 3.08%  22.63%
11 2.054 2.059 2.178 446 147 0.93% 0.44% 2.85%  21.75%
12 2.045 2.065 2.173 498 147 0.49% 0.15% 3.08% 12.63%
13 2.056 2.073 2.198 505 149 1.03% 0.24% 1.96%  11.40%
14 2.046 2.058 2.168 451 146 0.54% 0.48% 3.30%  20.88%
15 2.056 2.068 2.195 469 148 1.03% 0.00% 2.10%  17.72%
16 2.049 2.059 2.178 446 147 0.69% 0.44% 2.85%  21.75%
17 2.058 2.068 2.19 467 148 1.13% 0.00% 2.32%  18.07%
18 205 2.059 2178 448 147 0.74% 0.44% 2.85%  21.40%
19 2.055 2.065 2.186 439 148 0.98% 0.15% 2.50%  22.98%
20 2.049 2.071 2.188 512 148 0.69% 0.15% 241%  10.18%
21 2.048 2.075 2.188 519 148 0.64% 0.34% 2.41% 8.95%
22 2.053 2.072 2.193 492 148 0.88% 0.19% 2.19%  13.68%
23 205 206 2174 457 147 0.74% 0.39% 3.03%  19.82%
24 2.042 2.074 2.186 554 148 0.34% 0.29% 2.50% 2.81%
25 2.053 2.064 2.179 445 147 0.88% 0.19% 2.81%  21.93%
26 2.053 2.055 2.175 426 147 0.88% 0.63% 299%  25.26%
27 2.052 2.074 2.188 509 148 0.84% 0.29% 241%  10.70%
28 2.049 2.075 2.187 526 148 0.69% 0.34% 2.45% 7.72%
29 2.042 2.077 2.183 558 148 0.34% 0.44% 2.63% 2.11%
30 2.052 2.067 2.182 476 147 0.84% 0.05% 2.68%  16.49%
31 2.031 2.094 2182 321 147 0.20% 1.26% 2.68%  43.68%
32 205 2.074 2195 509 148 0.74% 0.29% 2.10%  10.70%
&8 2.057 2.059 2.19 421 148 1.08% 0.44% 2.32%  26.14%
34 2.044 2.059 2.172 509 147 0.44% 0.44% 3.12%  10.70%
35 2.052 2.068 2.189 486 148 0.84% 0.00% 2.36%  14.74%
36 2.042 2.092 2.201 585 149 0.34% 1.16% 1.83% 2.63%
37 2.048 2.057 2.172 409 147 0.64% 0.53% 3.12%  28.25%

w
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2.051 2.072 2189 506 148 0.79% 0.19% 2.36%  11.23%
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APENDICE G — RESULTADOS PARA O FUNCIONAL REVPBE

Frames g« Oy 0z Az 0/A: Erro Erro Erro Erro
(MHz2) Relativo Relativo Relativo Relativo
Ox Qy 0z Az
1 2.042 2044 2128 351 182 0.34% 1.16% 5.08%  38.42%
2 2.034 205 2127 405 158 0.05% 0.87% 513%  28.95%
3 2.034 2.044 2122 390 163 0.05% 1.16% 535%  31.58%
4 2.037 2.049 213 387 165 0.10% 0.92% 500% 32.11%
5 2.038 2.043 2122 352 181 0.15% 1.21% 535%  38.25%
6
7 2.034 2038 2112 351 181 0.05% 1.45% 5.80%  38.42%
8 2.038 205 213 399 160 0.15% 0.87% 5.00%  30.00%
9 204 2041 2128 333 192 0.25% 1.31% 5.08%  41.58%
10 2.036 2.041 2119 360 177 0.05% 1.31% 549%  36.84%
11 2.038 2.041 2123 359 177 0.15% 1.31% 531%  37.02%
12 2.032 2046 2118 410 155 0.15% 1.06% 553%  28.07%
13 2042 205 2133 39 162 0.34% 087%  4.86%  30.70%
14 2.034 2041 2116 370 172 0.05% 1.31% 5.62%  35.09%
15 2.041 2.046 2131 360 178 0.29% 1.06%  4.95%  36.84%
16 2.035 2042 2123 363 175 0.00% 1.26% 531%  36.32%
17 2.041 2.047 2127 359 178 0.29% 1.02% 513%  37.02%
18 2.036 2.041 2124 359 177 0.05% 1.31% 526%  37.02%
19 2.036 2.074 2125 337 189 0.05%  0.29% 522%  40.88%
20 203 2035 2092 299 210 0.25% 1.60% 6.69%  47.54%
21 2.033 2.052 2126 409 156 0.10%  0.77% 517%  28.25%
22 2.038 2.049 2131 378 169 0.15% 092%  4.95%  33.68%
23 2.035 2.043 2118 370 172 0.00% 1.21% 553%  35.09%
24 2.031 2.051 2128 457 140 0.20% 0.82% 5.08%  19.82%
25
26 2.038 204 2121 345 184 0.15% 1.35% 540%  39.47%
27 2.037 2.052 2128 414 154 0.10%  0.77% 508% 27.37%
28 2031 204 2095 303 207 0.20% 1.35% 6.56%  46.84%
29 2.029 2.053 2122 458 139 0.29%  0.73% 535%  19.65%
30 2.038 2.047 2124 376 169 0.15% 1.02% 5.26%  34.04%
31 2.021 2.067 2124 515 124 0.69%  0.05% 526%  9.65%
32 2.037 2051 2136 401 160 0.10% 0.82%  4.73%  29.65%
33 2.036 2.038 2113 287 221 0.05% 1.45% 575%  49.65%
34 2.033 2.042 2121 425 150 0.10% 1.26% 5.40%  25.44%
35 2.039 2.047 2133 388 165 0.20% 1.02%  4.86%  31.93%
36 2009 201 202 124 489 1.28% 2.80% 9.90%  78.25%
37 2.033 2041 2118 322 197 0.10% 1.31% 553%  43.51%

w
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2037 2.048 2127 378 169 0.10% 0.97% 5.13%  33.68%
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APENDICE H - RESULTADOS PARA O FUNCIONAL BHANDHLYP

Frames Ox Oy g: Az 0./Az Erro Erro Erro Erro
(MH2) Relativo Relativo Relativo Relativo
Ox Oy 9: A;
1 2.088 2.097 2.299 536 129 2.60% 1.40% 2.54% 5.96%
2 2.073 2102 2.292 561 123 1.87% 1.64% 2.23% 1.58%
3 2.071 2.095 2.281 553 124 1.77% 1.31% 1.74% 2.98%
4 2079 2102 23 553 125 2.16% 1.64% 2.59% 2.98%
5 2.085 2.089 2.289 514 134 2.46% 1.02% 2.10% 9.82%
6 2.082 2.087 228 511 134 2.31% 0.92% 1.69%  10.35%
7 2.071 2.079 2257 497 136 1.77% 0.53% 0.67%  12.81%
8 2.076 2.109 2.299 582 119 2.01% 1.98% 2.54% 2.11%
9 2.08 2089 2289 499 138 2.21% 1.02% 2.10%  12.46%
10 2.073 2.087 2.275 514 133 1.87% 0.92% 1.47% 9.82%
11 2.081 2087 2284 521 132 2.26% 0.92% 1.87% 8.60%
12 2.065 2.097 2.272 573 119 1.47% 1.40% 1.34% 0.53%
13 2.082 211 2313 587 118 2.31% 2.03% 3.17% 2.98%
14 2.068 2.086 2.267 524 130 1.62% 0.87% 1.12% 8.07%
15 2.087 2101 2.312 548 127 2.56% 1.60% 3.12% 3.86%
16 2.074 2.089 2.283 525 130 1.92% 1.02% 1.83% 7.89%
17 2.088 2.102 2.306 551 126 2.60% 1.64% 2.85% 3.33%
18 2.074 2.089 2.283 525 130 1.92% 1.02% 1.83% 7.89%
19 2.084 2.098 2.297 527 131 2.41% 1.45% 2.45% 7.54%
20 2.072 2109 2.299 597 116 1.82% 1.98% 254%  4.74%
21 2.072 2111 2.301 592 117 1.82% 2.08% 2.63% 3.86%
22 2.078 2.108 2.304 573 121 2.11% 1.93% 2.77% 0.53%
23 2074 2.09 2.276 535 128 1.92% 1.06% 1.52% 6.14%
24 2.061 2114 2294 631 109 1.28% 2.22% 2.32%  10.70%
25 2079 2.09 2284 520 132 2.16% 1.06% 1.87% 8.77%
26 2.079 2.083 2.276 500 137 2.16% 0.73% 1.52%  12.28%
27 2.078 211 2.298 583 118 2.11% 2.03% 2.50% 2.28%
28 2.069 2112 2.292 607 113 1.67% 2.13% 2.23% 6.49%
29 2.062 2117 2.292 632 109 1.33% 2.37% 2.23%  10.88%
30 2.079 2.098 2.288 548 125 2.16% 1.45% 2.05% 3.86%
31 2.049 2139 2.29 683 101 0.69% 3.43% 2.14%  19.82%
32 2.074 2112 2.308 592 117 1.92% 2.13% 2.94% 3.86%
33 2.086 2.088 2.3 500 138 2.51% 0.97% 2.59%  12.28%
34 2.063 2.09 2.269 574 119 1.38% 1.06% 1.20% 0.70%
35 2.076 2103 23 569 121 2.01% 1.69% 2.59% 0.18%
36 2.059 2141 2314 674 103 1.18% 3.53% 3.21%  18.25%
37 2.071 2085 2273 492 139 1.77% 0.82% 1.38%  13.68%

2074 211 23 595 116 1.92% 2.03% 2.59% 4.39%
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APENDICE J- CARGA HORARIA DAS DISCIPLINAS CUMPRIDAS E
ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O PERIODO DE MESTRADO
(ATIVIDADES EXTRAS E ATIVIDADES DO PROGRAMA):

Disciplina/Atividade
Seminarios de Quimica e Biotecnologia |
Seminarios de Quimica e Biotecnologia Il
Catalise Homogénea
Materiais e Compostos Luminescentes:
Principios e Aplicagdes
Tdpicos em Quimica Inorgéanica: Fronteira em
Catélise
Fisico-Quimica Avancada |
Quimica Inorganica Avancada |
Proficiéncia em Lingua estrangeira (inglés)
Trabalho apresentado em Congresso
Estagio Docéncia
Participacdo em Workshop online: Quimica
computacional Avangada usando o ADF,
ministrado pelo Prof. Dr. F. Matthias
Bickelhaupt, do Departamento de Quimica
Teorica (Amsterdam).
Participacdo em Webinarios Online — I CICIT -
Universidade Federal de Pernambuco
Participacdo em Reunido Magna ABC- O
mundo a partir da COVID-19
Participagdo em Congresso online — Escola de
Modelagem Molecular em Sistemas Biologicos
Minicurso: Dindmica Molecular Bésica
Minicurso: Métodos Quanticos Semiempiricos
— Teoria e Pratica
Minicurso: Métodos de Aprendizagem da
Maquina — Teoria e Pratica
Carga Horaria Total Cumprida*

Carga Horaria
30h
30h
60h
30h

30h

60h

60h
Cumprido
Cumprido
Cumprido.

Dias: 30/11/20; 01/12/20 e
04/12/20
20h.
10h

8h30min

10h
10h

10h

360h30min

*Carga horaria total, levando em consideragdo as atividades extras do workshop, eventos e webinarios.



