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RESUMO

Esta tese de doutoramento apresentou o entendimento de processos redox
enzimaticos, detalhando o mecanismo envolvido na troca eletrénica, a qual resulta
na formacgdo de um produto, por catélise enzimatica. Observou-se a influéncia de um
eletrodo sob a acdo de um potencial estacionario aplicado ( E) na reacdo
enzima/substrato. Realizou-se eletroanalises, como: Voltametria Ciclica (VC) e
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE), para a penicilinase. Os
resultados obtidos d&o indicios de que a reacdo enzimética se beneficia de
determinados potenciais, pois o parametro utilizado, R, resisténcia a transferéncia
de cargas, sugere que ocorre maior troca eletrdnica em alguns potenciais 6timos
(faixa de -0,3 a -0,5 V). A Simulac&o Molecular serviu para estudar o comportamento
atomistico por métodos classicos (Dinamica Molecular — DM) para as condi¢des
impostas experimentalmente, esclarecendo o mecanismo de rea¢do enzimatica por
métodos quanticos (DFT — Teoria do Funcional de Densidade) e hibridos (QM/MM),
cabendo salientar que a penicilinase ndo pertence a classe das enzimas
oxirredutivas.

Palavras-chave: Enzimas redox. Voltametria Ciclica (VC). Espectroscopia de
Impedéancia Eletroquimca (EIE). Dinamica Molecular (DM). Teoria do Funcional de
Densidade (DFT). Métodos Hibridos (QM/MM). Penicilinase.



ABSTRACT

This doctoral thesis presented the understanding of enzymatic redox processes,
detailing the mechanism involved in the electronic exchange, which results in the
formation of a product by enzymatic catalysis. The influence of an electrode under
the action of an applied stationary potential (E) on the enzyme/substrate reaction was
observed. Electroanalysis was performed, such as: Cyclic Voltammetry (VC) and
Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS), for the penicilinase. The results
obtained indicate that the enzymatic reaction benefits from certain potentials, since
the parameter used, R, resistance to the transfer of charges, suggests that there is
greater electronic exchange in some optimal potentials (range the -0.3 to -0.5 V). The
Molecular Simulation was used to study the atomistic behavior by classical methods
(Molecular Dynamics - DM) for experimentally imposed conditions, clarifying the
mechanism of enzymatic reaction by quantum methods (DFT) and hybrids (QM/MM).
That penicillinase does not belong to the class of oxidoreductive enzymes.

Keywords: Redox enzymes. Cyclic Voltammetry (CV). Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS). Molecular Dynamics (DM). Density Functional Theory (DFT).
Hybrid Methods (QM/MM). Penicillinase.
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1 INTRODUCAO

Ha muitos anos, a ficcao cientifica e ciéncia se fundem, pois 0 que era apenas
um fruto do imaginério poético ou ficticio vem se tornando real por meio de muito
estudo e avanco técnico-cientifico, principalmente no campo das Biotecnologias,
area de conhecimento com carater multidisciplinar, que tem por objetivo o
desenvolvimento e/ou melhoria de processos de uso especifico utilizando de

organismos vivos ou parte deles (PLEIN, 1991).

Mary Shelley, em 1818, ao publicar sua obra “Frankenstein”, choca a
sociedade da época ao relatar a criacdo de um homem gigantesco por meio da
ciéncia, utilizando uma descarga elétrica como ignicdo da vida. Nos dias atuais, é
considerado possivel o desenvolvimento de vida em laboratério, devido as
tecnologias de ponta desenvolvidas, como a técnica de clonagem, conhecida
mundialmente por causa da famosa ovelha Dolly, nascida a 7 de julho de 1996, no
Instituto Roslin, na Escécia, sendo o primeiro mamifero a ser clonado com sucesso a
partir de uma célula adulta, e as modernas técnicas de embriogénese in vitro
(MARCUS, 2002).

A ficcao cientifica dividiu-se em varios subgéneros, sendo que no fim do
século XX, destacou-se o Biopunk, o qual relata histérias em que individuos séo
manipulados geneticamente, como visto em “Admiravel Mundo Novo”, de Aldous
Huxley (1932), onde as pessoas eram condicionadas biologicamente e divididas por
castas de acordo com caracteristicas genéticas previamente estabelecidas.
Entretanto, nesta época ja se conhecia o conceito de eugenia, o “bem nascido”,
criada em 1883, por Galton, definida como "o estudo dos agentes sob o controle
social que podem melhorar ou empobrecer as qualidades raciais das futuras
geracgOes seja fisica ou mentalmente"”, seguido pela genética, estudo da variagdo de
caracteristicas herdadas, criada em 1908, por Bateson, sendo temas delicados e
perigosos, se usados de maneira errdnea e antiética, como no caso da “eugenia

nazista”, na Alemanha governada por Adolf Hitler, de 1943-1945, que criou a Lei de
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Nuremberg, a qual, resumindo, proibia relacionamento de alem&es com judeus, por
julgar serem inferiores, culminando no Holocausto, por isto 0 mundo precisa de
cautela com os avancos tecnoldgicos (GALTON, 1883; HUXLEY, 1932; VAN
OVERWALLE et al., 2006; DAWIDOWICZ, 2010).

A inovacdo bioldgica salta dos livros e vai além da Biotecnologia. E sobre
cada manipulacdo humana de sistemas vivos em busca de quantidade e qualidade
de vida, resumindo, mais saude e maior tempo de perspectiva de vida, como pode
ser observado pela criacdo de novas vacinas, alimentos transgénicos, entre outros
avancos (VAN OVERWALLE et al., 2006).

A alimentacdo € um ponto estratégico, principalmente num mundo onde ainda
800 milhdes de pessoas sédo cronicamente desnutridas, mesmo que uma boa parte
destes seja de obesos que ingerem alimentos de baixo valor nutritivo, superando o
nameros de pessoas com doenca infecciosa grave, sendo a maior causa de

problemas de saude e morte prematura (COUSIN, 2014).

Nas atuais condicdes, € inaceitavel desperdicar capital humano e intelectual.
Sendo que, a partir da combinacdo de novas ferramentas de informatica,
comunicacdo e compreensdo biologica se tem cada vez mais inovacbes. E
desejavel que estas sejam de facil acesso as populacdes de menores condicdes,

sem que o potencial da ciéncia e tecnologia sejam perdidos (COUSIN, 2014).

A necessidade de melhores condicBes da populacdo mundial serve como
combustivel para a chama da ciéncia, pois a cada dia que passa novos
pesquisadores surgem e com eles a vontade de proporcionar melhor qualidade de
vida a sociedade. Desta ansia, surgem inovacbes em diversas areas. Focando na
area da saude, investe-se em desenvolvimento de novos métodos de diagndstico
para que se detectem doengas antes que esta se manifeste clinicamente ou num

novo farmaco com maior eficacia (COUSIN, 2014).

O desenvolvimento de dipositivos mais acurados abre espaco para o estudo
dos fundamentos da fisiologia associados a corrente elétrica envolvida nas reacdes
do corpo humano, por exemplo, os impulsos elétricos do sistema nervoso, sendo

este um dos campos da bioeletrbnica, ciéncia que propbe explorar a biologia
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sinergicamente com a eletrbnica, estando relacionada a processos

bioeletroquimicos, os quais envolvem reacdes de oxirreducédo (MILLER, 1977).

Os processos redox definem-se como reacdes em que um dos reagentes, no
caso 0 oxidante (ou redutor), aceita (doa) elétrons do (ao) reagente redutor
(oxidante). Diversas reagfes que ocorrem nos organismos sao oxirredutivas, como a
respiragao celular, que consiste na oxidacao da glicose na presenca de oxigénio (O)
formando gas carbbnico (CO;), agua e energia na forma de ATP (adenosina
trifosfato). No entanto, esta reacdo ndo ocorre diretamente, sendo necessarias
diversas etapas mediadas por enzimas da classe das oxirredutases, ou seja, a
glicose vai cedendo elétrons, de 2 em 2, e formando intermediarios mais oxidados
(GNAIGER et al., 1995).

1.1 Penicilinase

Muitas oxirredutases sdo metaloproteinas com funcdo catalitica ou,
simplificadamente, metaloenzimas. As metaloenzimas sao proteinas que possuem
um ou mais ions metalicos ligados covalentemente & sua cadeia polipeptidica. A
funcdo da metaloenzima é conferida por um atomo metélico que estabilizara a forma
terciaria ou quaternaria da molécula, sendo este necessario para a atividade
catalitica e que contribuird para o efeito eletrbnico comum das reacbes de
oxirredu¢cdo, como observado na penicilinase de Bacillus cereus, Figura 1
(ROSALES et al., 1986; GOMEZ-ARIZA et al., 2004; SZPUNAR, 2005; MOUNICOU
et al., 2009; SHI ; CHANCE, 2011).
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Figura 1 - Estrutura cristalografica de uma penicilinase de Bacillus cereus, com zinco. Coordenadas
obtidas de 1BMC.pdb. A esfera cinza representa o atomo de zinco em seu sitio catalitico.

Fonte: adaptado de Carfi et al. (1995).

Os metais de transicdo, como ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés
(Mn), molibdénio (Mo) e cobalto (Co), devido as suas propriedades (pequeno raio
atdmico e interacdo via eletromagnética e forcas eletrostaticas), estdo ligados a
maioria das metaloenzimas com a fun¢édo de cofator metélico incorporado por meio
de ligacBes especificas, caracterizando-se pela alta afinidade da interacdo metal-
proteina e é responsavel pela transferéncia de elétrons entre a enzima e o substrato
(enzima redox) (SILVA, 2009).

As pB-lactamases (EC 3.2.5.6) s&do hidrolases, porém apresentam
“caracteristicas” redox, que hidrolisam a ligagdo amida do anel B-lactamico do
antibiético, fazendo com que este perca sua fungéo de inibir a sintese da parede

celular bacteriana. S&o divididas em quatro classes de acordo com a sua estrutura
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primaria e podem também ser classificadas dentro de dois grupos com base no seu
mecanismo catalitico, isto €, serina-B-lactamases (classes A, C e D) e metalo-3-
lactamases (classe B), de acordo com a classificacdo de Ambler (BERTONCHELI E

HORNER, 2008).

Katchalski, na década de 60, introduziu os primeiros suportes inertes Uteis na
preparacao das enzimas imobilizadas, visto que sua recuperacao era dificil quando
elas estavam livres em solucdo. Desta forma, possibilitou que as enzimas fossem
imobilizadas no eletrodo de trabalho mediante ligacdes quimicas covalentes dos
grupos primarios aminas e o anel fendlico dos aminoécidos constituintes da enzima
com 0s grupos reativos do suporte (-COOH; dentre outros) (GOLDMAN et al., 1968;
MOSBACH, 1980; KATCHALSKI et al., 2006).

Varios métodos surgiram para ancoragem de substanias em superficies,
dentre eles, as monocamadas automontadas (SAMs), como dito pelo proprio nome,
sdo uma unica camada molecular que se adsorve espontaneamente sobre uma
superficie metdlica para funcionaliza¢do, no caso o eletrodo de trabalho de ouro, e
torna-o susceptivel a uma variedade de aplicacdes, inclusive a de estudo da cinética
enzimatica quando se tem uma enzima redox acoplada/imobilizada a SAM
(GONCALVES et al., 2014; LUZ et al., 2014).

Com a possibibilidade de imobilizar as enzimas vieram varios estudos
relacionados com a cinética enzimatica e desenvolvimento de biossensores, por
exemplo, o sensor de penicilina, desenvolvido e estudado no grupo Nanobionics, o
qual resultou no trabalho Penicilinase-based amperometric biosensor for penicillin G,
de Goncalves et al. (2014), fornecendo sinais analiticos referentes a abertura do
anel B-lactamico da penicilina pela metaloenzima, sendo esta responsavel pela alta
sensibilidade e seletividade do sensor, 0 que trouxe novos questionamentos
relacionados ao mecanismo enzimatico envolvido na reacdo (GONCALVES et al.,

2014).

Para que o desenvolvimento e analise da superficie adsorvida fosse possivel,

experimentalmente, optou-se pelo uso de ferramentas eletroquimicas para
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compreender 0s mecanismos envolvidos na reagdo enzimatica, no caso a

Voltametria Ciclica (VC) e a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE).

1.1.1 Fleming e a penicilina

O século XX foi marcado por uma das maiores descobertas da humanidade, a
Penicilina, por Sir Alexander Fleming, em 1928, advento que trouxe inumeros
beneficios a sociedade civil, sendo um marco na histéria da farmacologia, que
passou a ser contada do antes e depois do uso da antibioticoterapia (FLEMING,
1946; LUDOVICI, 1952).

Lembrando-se, que a supressao da atividade e crescimento bacteriano e o
tratamento de doencas infecciosas constitui uma preocupacdo da comunidade
cientifica, desde a escola francesa liderada por Pasteur a escola alema tutelada por
Koch é continuada até hoje, devido ao uso indiscriminatério dos antibiéticos e o
surgimento de cepas bacterianas resistentes as drogas conhecidas (FLEMING,
1946; PEREIRA,; PITA, 2005; ANUSHA et al., 2015).

Alexander Fleming nasceu em 6 de Agosto de 1881, na Escocia. Em 1895,
inicia uma nova fase com a sua ida para Londres, a capital, onde alguns dos seus
irmaos ja residiam. Em 1900, Fleming e outro irméo, John, alistaram-se no London
Scottish Regiment estando em guerra com os Boers. Entretanto, nunca esteve na
frente de combate. Ao receber uma heranca de seu tio, pode abandonar o emprego
e preparar-se aos estudos enveredando-se pelas areas médicas (FLEMING, 1946;
LUDOVICI, 1952; ROWLAND, 1957).

Em 1901, Fleming inicia seus estudos de medicina em Londres, na Escola
Médica aspirando ao Hospital de St. Mary (ROWLAND, 1957; PEREIRA E PITA,
2005). Ao formar-se em 1906, comecou a trabalhar com Almroth Wright, conceituado
bacteriologista e patologista, no Servigo de Inoculagdo, no “Inoculation Department”,
fundado em 1902 (ROWLAND, 1957; HUGHES, 1974).
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Em 1909, Fleming passa a ser habilitado a realizar cirurgias, porém o apego
pelo trabalho de investigacao laboratorial, e, em particular, pela bacteriologia, levou-
0 a continuar suas pesquisas cujos resultados veio a publicar ao longo da sua vida
na forma de livro e em revistas como Practitionner, The Lancet, British Medical
Journal, British Journal of Experimental Pathology, St Mary’s Hospital Gazette,
American Journal of Clinical Pathology, Gazette des Hopitaux, Annales de l'Institut
Pasteur, The Biochemical Journal, entre outros. Alguns dos trabalhos de Fleming
foram realizados em colaboracédo, destacando-se as publicagbes conjuntas com L.
Colebrook, S.R. Douglas, A.E. Wright, A.B. Porteous, F.J. Clemenger, V.D. Allison,
lan H. Maclean, K.B. Rogers, C. Smith, J.R. May, A. Voureka, I.R.H. Kramer e W.H.
Hughes (PEREIRA; PITA, 2005; ANUSHA et al., 2015).

Na Primeira Guerra Mundial (1914-1918), Almroth Wright propés ao governo
britanico que o seu Servico de Inoculacéo preparasse vacinas contra a febre tifoide e
cuidasse das feridas dos guerrilheiros feridos em combate, no intuito de evitar
processos infecciosos. Assim, Fleming e outros pesquisadores foram enviados para
Boulogne-sur-Mer, onde instalaram um laborat6rio, no qual estudaram um amplo
namero de microrganismos, permitindo que tratamentos eficazes aos ferimentos de
guerra fossem estabelecidos, tornando-se a maior autoridade mundial em matéria de
feridas de guerra, resultando em inimeras publicacfes cientificas, onde avaliou o
poder antibacteriano dos leucdcitos contidos nos exsudatos de feridas (PEREIRA;
PITA, 2005).

Em 1922, no pés Guerra, ele descobre o poder da Lisozima, enzima presente
no exsudato de feridas com extraordinario poder litico sobre algumas bactérias e
que veio a ser mencionado no discurso proferido ao recebimento do seu Prémio

Nobel de Medicina e Fisiologia, em 1945.

Fleming estudava os estafilococos, bactérias Gram-positivas, adquirindo cor
arroxeada, devido a sua membrana simples e parede de peptideoglicano (atividade
endotoxica, desencadeador de febre e processo inflamatério) grossa, anaerobios
facultativos, com 1 um de didmetro e que se agrupam como cachos de uvas, em
parceria com Professor Bigger, resultando na descoberta da Penicilina (MAUROIS,
1959; FLEMING et al., 2007).
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Certo dia, uma placa de Petri inoculada com estafilococos apresenta uma
contaminacdo por fungo e constatou-se que até certa distancia da colonia fangica

nao havia proliferacdo bacteriana, como visto na Figura 2 (HUGHES, 1974).

Figura 2 - Placa de Petri, recoberta com agar Sabouraud, inoculada com Staphylococcus sp. e
Penicillium notatum, simulando a contaminacao no experimento de Fleming, demonstrando a inibicéo
do crescimento bacteriano onde se difundiu a penicilina no agar, halo de restrigao.

Fonte: Cummings (2017).

Mais tarde, caracterizou-se o fungo e constatou se tratar do Penicillium
notatum, Figura 3, e que este inibia o crescimento de outras bactérias patogénicas.
“Fleming reconhecia o papel do acaso na descoberta cientifica e, por outro lado,
implicitamente sublinhava que a observacdo genial do investigador marcava a
diferenca entre descobrir e ndo descobrir”. (HUGHES, 1974).

Figura 3 - Colbnia fungica caracteristica de Penicillium notatum em agar Sabouraud.
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Fonte: Calver (2016).

Apesar da descoberta, a Penicilina passou por uma fase de esquecimento,
mesmo tendo aparecido em algumas publicacbes do Fleming, até passar a ser
estudada com mais afinco pelo doutor Chain e Sir Howard Florey, coparticipantes do
Prémio Nobel recebido (ABRAHAM; CHAIN, 1940; FLEMING, 1946; RANDO, 1975;
PEREIRA; PITA, 2005).

1.1.2 Antibioticoterapia e sepse

O surgimento dos antibidticos revolucionou a Medicina ao diminuir o nimero
de mortes de pessoas infectadas por microrganismos, sendo 0S processos
infecciosos o0s responsaveis por grande nimero de doencas (ABRAHAM; CHAIN,
1940; SKLYARENKO et al., 2015).

ApOs a descoberta da penicilina, acreditou-se que a humanidade estaria salva
de infec¢bes bacterianas, até que em 1940, se descobriu a penicilinase. E

comecgaram-se 0s estudos referentes a resisténcia bacteriana (BACTERIAL, 1979).
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Na mesma propor¢do que surgem novos antibidticos no mercado também
surgem cepas bacterianas multirresistentes, o que dificulta a introducdo de uma
antibioticoterapia eficaz, pois o fator resisténcia esta ligado ao material genético da
bactéria, o qual ndo esta livre de possiveis mutacdes génicas, o que pode torna-la
uma superbactéria, com resisténcia a todos os farmacos disponiveis, sendo este um
dos maiores problemas de saude publica (CITRI; ZYK, 1965; VERKHOVTSEVA et
al., 1972).

Um paciente infectado por bactéria pode evoluir a sepse, uma condicdo em
que o organismo comeca a danificar seus préprios 6rgaos e tecidos, em virtude a
resposta inflamatéria exacerbada propria do corpo, ou seja, passa-se a ter uma
resposta inflamatdria sistémica (GAYNES, 2011).

A sepse € a causa mortis que mais acomete pacientes infectados por
bactérias no mundo, mesmo a Biotecnologia desenvolvendo novas vacinas, soros e
farmacos constantemente (GAYNES, 2011).

Um paciente entra em choque séptico quando ha um alto indice de infeccéo,
consequentemente, a pressdo arterial cai, hd desidratacdo, comprometendo a
oxigenacgdo e a distribuicdo adequada de suplementos aos tecidos do organismo,
comprometendo o funcionamento de 6rgdos como rins, coracdo, pulmdes e cérebro,
cruciais a manutencao da vida (GAYNES, 2011).

Para uma antibioticoterapia ser eficaz e adequada pode ser feita uma cultura
de material infectado para que se identifigue o agente patogénico e elimina-lo sem
correr o risco de induzir o desenvolvimento de cepas resistentes (GOLEMI-KOTRA
et al., 2004; KNECHT et al., 2014).

No tratamento com antibidticos utiliza-se, a priori, um antibiético de amplo
espectro e depois se adequa com antibibtico especifico para a bactéria identificada
na cultura celular, na intencdo de que o microrganismo ndo se torne resistente aos
farmacos de maior poténcia disponiveis no momento (FLEMING, 1946; BEARD et
al., 1992; KNOX et al., 1996).
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1.1.3 Resisténcia bacteriana e inibidores de B-lactamases

A resisténcia evoluiu com naturalidade como em qualquer outro ser vivo. O
antibiético torna-se ineficaz no tratamento de doencas pelo simples fato da bactéria
ser insistentemente exposta a estes farmacos (VU; NIKAIDO, 1985; LEWIS et al.,
1997; FISHER; MOBASHERY, 2009).

A resisténcia pode ser intrinseca, sendo caracteristica de toda uma espécie,
ou adquirida, caracterizando-se pelas mutacbes ocorridas ou pela inclusdo de
material genético exdgeno, proveniente de plasmideos, sendo um fator de extrema
preocupacdo, devido a possibilidade de transmissdo do DNA (acido

desoxirribonucleico) a toda uma cepa bacteriana (LEWIS et al., 1997).

Ha mecanismos de resisténcia que mudam a conformacdo do sitio alvo da
bactéria, fazendo com que o antibiético ndo consiga acessa-lo (LAMOTTE-
BRASSEUR et al., 1994).

Tem-se também, alteracdes de permeabilidade da membrana externa da
bactéria, fazendo com que substancias hidrofilicas sejam impossibilitadas de entrar
na bactéria, muito comum em bactérias Gram negativo, ou seja, a membrana
‘composta por uma dupla camada assimétrica de fosfolipidios, polissacéaridos e
proteinas € uma excelente barreira, e é a primeira linha de defesa a entrada de
agentes antimicrobianos. As porinas sdo proteinas que permitem a passagem de
agentes hidrofilicos, tais como os antibidticos B-lactamicos, e a perda de porinas

funcionais poderéo levar a resisténcia” (BEARD et al., 1992).

Existe o mecanismo de bombas de efluxo, os quais sao proteinas
transmembranares com funcéo de expelir para fora da bactéria substancias téxicas a
ela, também, a inativacdo do antibidtico pela producdo de proteinas (enzimas) que o
degradam por hidrdlise, como no caso da penicilinase, alvo de estudo deste
trabalho, degradando o anel B-lactamico da penicilina e de outros da sua classe de
farmacos como os antimicrobianos (VU; NIKAIDO, 1985; KNOX et al., 1996;
DAVIES; DAVIES, 2010).
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Os inibidores da B-lactamases como o &cido clavulanico, tazobactam ou
sulbactam sé&o utilizados para ampliar o espectro das penicilinas, antimicrobiano com
acdo na sintese de peptideoglicanos da parede celular bacteriana, na acdo de

destruicdo dos microrganismos produtores de 3-lactamase (BAPTISTA, 2013).

Os inibidores possuem uma estrutura idéntica a penicilina, modificando
apenas a cadeia lateral. Desta forma as [(-lactamases atuam nos inibidores,
deixando disponivel o antibiético para atuar na infeccdo. Dois exemplos comuns sdo
a combinacdo da amoxicilina com o &cido clavulanico, utilizado no combate a
infecgbes do trato respiratorio e a piperacilina com tazobactam administrada em
infecgbes do trato respiratorio inferior e vias urinarias. A piperacilina com tazobactam
sdo administrados em pacientes imunocomprometidos, sempre em associacao com
os aminoglicosideos, para a profilaxia de infecgBes por estirpes de Pseudomona
aeruginosa (BAPTISTA, 2013).

1.1.4 Penicilinase de Bacillus cereus

A penicilinase € uma subclasse das B-lactamases, pois atua principalmente
na penicilina. B-lactamases sdo uma das maiores preocupacdes meédico-
farmacéuticas nos dias atuais, sendo uma das grandes responsaveis pela
resisténcia bacteriana aos antibioticos. O uso indiscriminado de antibidtico é
responsavel pela selecado de cepas bacterianas resistentes, ou seja, produtoras da
enzima (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

As cefamicinas, carbapenémicos e penicilina sdo antibiéticos que apresentam
em sua estrutura o anel B-lactdamico e sdo sensiveis as B-lactamases, sendo que
apenas as cefalosporinas apresentam resisténcia relativa. A hidrolise do anel (3-
lactamico, como visto na Figura 4, leva a inativacdo do antibidtico, sendo que o
ataque ocorre na ligacdo amida e é dependente de 1 ou 2 ions de zinco, 0s quais
coordenam moléculas de agua para servirem de nucledfilos. O mecanismo de
hidrolise € complexo e como ndo esta completamente esclarecido serviu de
incentivo para este trabalho (BERTONCHELI; HORNER, 2008).
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Figura 4 - Mecanismo de acao da penicilinase, abertura do anel B-lactamico na presenca de agua. O
anel beta lactamico é colapsado (1 e 2), a ligagdo amida é quebrada, o nitrogénio é reduzido a N (3)
e retira-se o hidrogénio da agua (4).
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, 3 CH,
Hs
o/ 4
1 /" ~OH
O/
enzima+Zn+H-OH + H-OH
R1 S
CHg
/ N CHg
'e) OH
/" ~0OH
O/
enzima+Zn

Fonte: Adaptado de Bertoncheli e Hérner (2008) e Prado (2012).

A penicilinase de Bacillus cereus, utilizada neste trabalho de doutoramento, é
uma metalo-B-lactamase (MBL), Figura 5, que possui um ou dois ions de zinco no
sitio ativo, uma constante de Michaelis-Menten (K,,,) de aproximadamente 60 pumol
L™ (para enzima imobilizada e analisada por espectrofometria modificada (KLEMES;
CITRI, 1979) e um peso molecular de 28 kDa (PLACZEK, 2017).
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Figura 5 - Estrutura da metalo-p-lactamase (2M5C.pdb) de Bacillus cereus, em tampéo fosfato (PBS),
pH 7, com dois ions zinco em seu sitio ativo.

Fonte: adaptado de Karsisiotis et al. (2013).

1.2 Métodos eletroquimicos

Luigi Galvani, um médico, fisico, pesquisador e filésofo italiano foi professor
de anatomia na Universidade de Bolonha, no séc. XVIIl. Foi o primeiro estudioso da
bioeletricidade e eletroquimica, baseado nos padrdes elétricos do sistema nervoso,
um enigma para a pesquisa cientifica até os dias de hoje (CAFIERO, 1959).

Sua pesquisa ndo conseguiu desvincular a biologia da fisica, mas serviu de
incentivo para outros, como Alessandro Volta, que usou os achados cientificos de
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Galvani para construir a primeira bateria elétrica, ou pilha voltdica (BERETTA ;
GRANDIN, 2001).

A Eletroquimica € uma éarea da fisico-quimica que estuda as reacdes que
envolvem transferéncia de elétrons e seus fenbmenos associados por meio de um
dispositivo chamado célula eletroquimica pelo qual ocorrem reag8es de oxirreducao
para produzir interconversdo de energia quimica em elétrica. E uma ferramenta
poderosa para desenvolvimento de métodos de diagnostico mais acurados
(BERETTA; GRANDIN, 2001; PARENT, 2004).

A Eletroquimica serviu para estudar a transferéncia de cargas envolvidas na
reacado da penicilinase, uma hidrolase, que apresentou carater redox, servindo de
incentivo para este trabalho de doutorado, para saber de onde ocorre a transferéncia

de elétrons envolvidos na reacéo catalitica da enzima com seu substrato.

1.3 Simulagdo molecular

A modelagem molecular é uma técnica computacional, interdisciplinar, devido
o foco da abordagem a ser pesquisada, que mimetiza o comportamento de
moléculas. Segundo definicdo da IUPAC, a modelagem molecular “é a investigacao
das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e
técnicas de visualizacao grafica, visando fornecer uma representacao tridimensional,
sob um dado conjunto de circunstancias”, auxiliando na compreensao de processos
quimicos, fisicos e biolégicos. Uma ferramenta atuante na construcdo da
nanotecnologia, pois propicia 0 desenvolvimento de maquinas completas a nivel
atdmico-molecular (CARVALHO et al., 2003).

Buscou-se um modelo baseado nas leis da mecénica classica (conhecido por
Mecéanica Molecular (MM) ou campos de for¢a), no intuito de observar quao estavel
€ a interacdo que ocorre entre a enzima e seu cofator metalico. Para isto, foram
criados modelos simplificados, que fornecem uma descricdo razoavel do sistema,
pois ndo ha quebra/formacéo de ligacdes quimicas, sendo adequado ao processo
de interacdo da enzima com o cofator, permitindo a compreenséao e predicdo de uma
variedade de fendbmenos, por exemplo, localizacédo espacial do cofator na enzima, a
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estabilidade desta interacdo, se de alguma forma ha modificacdo na estrutura da
enzima e como ocorre a reacdo com o substrato no sitio ativo (JONES et al., 1997).

7

Entretanto, a mecéanica molecular (MM), € dependente de parametros,
escolha de campo de forca adequado, porém pode ser realizada para modelos
moleculares maiores, pois trabalha com reducionismo, assumindo os atomos, como
pontos carregados, necessitando de parametrizacdo das interacbes e forcas
envolvidas entre 0os pontos, ou seja, campos de forgca. Para se ter conhecimento da
estrutura eletrénica se faz necessario o uso da mecanica quantica (QM) (JONES et
al., 1997; SERWAY; JEWETT, 2007).

A QM, como a MM, é um ramo de fisica, porém gue assume 0s &tomos como
prétons e elétrons interagentes, assumindo a energia envolvida como ondas
eletromagnéticas distribuidas em pacotes, remetendo a necessidade de descricdo
eletrénica do sistema, em fendmenos ocorridos na ordem de femtosegundos (10™*°
segundos) (SERWAY; JEWETT, 2007).

A modelagem molecular traz a luz do conhecimento propriedades
microscépicas do sistema estudado, o que experimentalmente ndo é possivel.
Sendo uma excelente ferramenta na rotina de grupos de pesquisa atuantes no
desenvolvimento e inovagdo tecnoldgica, i.e. na pesquisa de novos farmacos,
desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico mais acurados, entre outros
(COVENEY; FOWLER, 2005).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o entendimento dos processos
enzimaticos sob a influéncia do meio e de um potencial aplicado, ou seja, reacdes

enzimaticas assistidas por densidade eletrénica de um eletrodo.

A impedancia eletroquimica (EIE) e a voltametria ciclica (VC) foram as
técnicas eletroquimicas usadas para estudar a influéncia das variaveis (cofator,
potencial aplicado, entre outras) no sinal obtido e entendimento do mecanismo de

reacao.

A enzima estudada, necessariamente, precisava apresentar carater redox.
Entretanto, optou-se por uma hidrolase, a penicilinase, a qual apresentou

caracteristicas oxirredutivas.

Os mecanismos de operacdo e deteccdo foram estudados a nivel
atdmico/molecular por modelagem computacional, ou seja, mecéanica quantica (QM)
e mecanica molecular (MM) para esclarecer o0s resultados obtidos

experimentalmente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Parte experimental

Tabela 1 - Reagentes utilizados, fornecedores e sua aplicacdo neste trabalho.

Produto

Procedéncia

Finalidade

Aluminas (didmetros de 1; 0,3;
0,05 pm)

Etanol ultrapuro

Acido Sulfarico concentrado
(95-98%)
N-hidroxisuccinimida (NHS)

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (EDC)

Hidréxido de sédio (NaOH)

Cloreto de sddio (NaCl)
Nitrato de sodio (NaNO3)
Cloreto de potéssio (KCI)

Monohidrogenofosfato de sodio
dodecahidratado
(Na,HPO,.12H,0)

Dihidrogenofosfato de potassio
(KH,POy)

Penicillinase de Bacillus cereus

Penicilina G

Buehler

Sigma

Quemis

Sigma

Fluka

Sigma

Sigma
Sigma
J. T. Baker

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Polimento mecéanico dos
eletrodos de ouro da
METROHM

Limpeza do eletrodo

Solugéo aquosa 0,5 M para
limpeza eletroquimica dos
eletrodos

Ativacao da superficie
carboxilica da SAM (obtencao
de éster) para ancoragem da
espécie receptora

Solugdo aquosa 0,5 M para
dessorcéo eletroquimica para
limpeza do eletrodo de ouro

Tampaéo fostato salino (PBS),
0,1M,pH 7,4

Tornar o eletrodo sensivel a
penicilina G

Substrato para reacdo com a
penicilinase
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Cloreto de zinco (ZnCl,) Sigma Cofator enzimatico
Cloreto de cobalto (CoCl,) Sigma

L-cisteina Sigma Formacédo da SAM
Ferricianeto de potassio Sigma Solucgéo de ferri/ferro
Ferrocianeto de potassio tri- Sigma

hidratado

Nitrato de potassio (KNO3)
Sigma

Todos solutos apresentados na Tabela 1 apresentam grau analitico.

As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultra pura obtida com
resistividade ndo menor que 18 MQ cm™ a 25°C utilizando um sistema Milli-Q®

Millipore Simplicity.

O tampao fosfato salino (PBS), pH 7,4, utilizado possui a composicdo a
seguir: NaCl, 137 mmol L?, KCI, 2,7 mmol L*; NayHPO,.12H,O, 10 mmol L%
KH,PO,, 2 mmol L. O mesmo foi conservado em geladeira.

A penicilinase classe B de Bacillus cereus utilizada, também fornecida pela

Sigma-Aldrich®, € composta de uma mistura de p-lactamase | e B-lactamase Il.

As medidas de pH foram realizadas utilizando o peagametro da ION modelo

pHB500, que era calibrado imediatamente antes do uso.

As medidas eletroquimicas foram conduzidas no potenciostato da AUTOLAB
(PGSTAT302N), controlado pelo software NOVA. O sistema de medidas se baseou
na configuracao de trés eletrodos, sendo o eletrodo de ouro (2,0 mm de diametro e
area de 0,03142 cm?) obtido da METROHM, uma placa de platina como contra-
eletrodo e eletrodo de Ag/AgCl (KCI saturado) como eletrodo de referéncia. Todos

0s potenciais descritos neste texto séo relativos ao eletrodo Ag/AgCl (KCl saturado).

A penicilinase comprada da empresa Sigma-Aldrich, vem do fabricante sem
cofator na sua estrutura, fazendo com que o mesmo fosse colocado por dopagem do
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eletrodo com solucdo contendo certa concentracdo de cofator, 0 que gerou a
problematica para certificacdo de que o cofator iria se acoplar/alojar na regido
correta para ativacdo da apoenzima e qual concentracdo seria apropriada para
garantir a saturacdo da enzima, 0 que trouxe a necessidade de célculos de
modelagem computacional para investigacdo da estrutura e comportamento da
enzima frente ao cofator. (CARVALHO et al., 2003).

3.1.1 Analises Eletroquimicas

Utilizou-se solucdo de tamp&o fosfato salino, a 0,1 mol L™, pH 7,4 como
eletrdlito suporte da reacédo, para garantir a ndo denaturacdo da proteina adsorvida
na superficie do eletrodo e reproduzir as condi¢cdes de um meio bioldgico.

Como dito pelo préprio nome, as monocamadas automontadas (SAMS)
consistem numa Unica camada molecular que se adsorve espontaneamente sobre
uma superficie metélica, no caso o eletrodo de ouro, e torna-o susceptivel a uma
variedade de aplica¢@es, inclusive a de estudo do mecanismo de reacdo enziméatica
quando se tem uma enzima redox acoplada/imobilizada a SAM (GONCALVES et al.,
2014).

Uma técnica eletroquimica importante utilizada na caracterizacdo das SAMs é
a voltametria ciclica (VC), pois se obtém, rapidamente, informacdes qualitativas
sobre as reacdes que estdo a ocorrer no eletrodo funcionalizado. Muito utilizada
para caracterizacdo dos sistemas eletroquimicos, a VC consiste em observar a
corrente que flui pelo eletrodo de interesse enquanto se aplica um potencial, variado
linearmente em relacdo ao eletrodo de referéncia, sendo que o gréafico obtido é
dependente da concentracdo de eletrélito na solucdo e da velocidade de varredura
(SPATARU et al., 1996).

Medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) foram
realizadas para observar as variacbes na catalise enzimatica sob influéncia de

potencial aplicado, e relacionar a uma possivel eletrocatalise.
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Todas as medidas apresentadas neste trabalho sdo médias de, no minimo,

triplicatas.

3.1.1.1 Voltametria ciclica (VC)

A VC é uma técnica eletroquimica importante utilizada na caracterizacdo da
superficie funcionalizada, pois se obtém, rapidamente, informacfes sobre os
processos redox, da cinética de reacBes heterogéneas de transferéncia de elétrons

e sobre rea¢des quimicas acopladas a processos adsortivos (WANG et al., 2000).

A técnica consiste em observar a corrente que flui pelo eletrodo de interesse
enquanto se aplica um potencial, variado linearmente em relacdo ao eletrodo de
referéncia, sendo que o grafico obtido € dependente da concentracao de eletrélito na
solucéo e da velocidade de varredura (VAN BENSCHOTEN et al., 1983; SPATARU
et al., 1996).

Duas componentes sédo fundamentais para determinar as reacdes que estdo
acontecendo no eletrodo, a difusdo de massa do analito em solucéo para superficie
do eletrodo e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo,
podendo haver reacdes quimicas acopladas a um destes processos, podendo ser
resumido a equacdo de Nernst, quando a reacdo € reversivel, apenas a

transferéncia de massa ditara a corrente do pico, em amperes, conforme Equacao 1:

2 1 1
ipe = (2,69 10%) n5 ADy2 v2 C, (Eq.1)

onde, n € 0 numero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do eletrodo
(cm?), D, é o coeficiente de difusdo (cm? s?), ¢, é a concentracdo da espécie em

solugao (mol cm™) e v é a velocidade de varredura (V s™) (PACHECO et al., 2013).
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3.1.1.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A EIE é uma técnica muito difundida no meio de pesquisa para estudos
fundamentais e também para o desenvolvimento de novas técnicas para diagnostico
clinico baseado em andlises por transferéncia de elétrons entre eletrodo e o meio
(amostra clinica, por exemplo) (CARVALHO et al., 2006).

A EIE baseia-se na razao entre um potencial alternado (de pequena dimenséao
— apenas perturbativo) aplicado e a medida da corrente de resposta a este potencial.
As medidas sao realizadas em uma faixa de frequéncias (método espectroscdpico),
de forma que diferentes processos fisicos e quimicos possam ser separados por
suas constantes de tempo ou pelo seu tempo proprio de resposta permitindo obter
parametros como a resisténcia da solucdo (R,), a resisténcia transferéncia de
elétrons do eletrodo para a solucéo (R.;) e a capacitancia da dupla camada elétrica
(Ca1), por exemplo. A impedancia obtida € uma funcdo complexa definida a partir das
suas componentes real, Z’, e imaginaria, —Z” (LASIA, 1995; CARVALHO et al.,
2006).

De forma geral, a EIE é usada para se obter informacfes sobre as
propriedades da reatividade de interfaces (proteinas/substrato) como € o caso de
proteinas adsorvidas na superficie de eletrodos. A EIE utiliza sinais muito pequenos
de perturbacéo que ndo comprometem as propriedades da superficie funcionalizada
pela metaloenzima (ensaio nao destrutivo), tornando possivel estudar as reacfes de
oxirreducao de forma consistente e em funcdo de mudancas periddicas do campo
externo (LASIA, 1995; CARVALHO et al.,, 2006; FERNANDES et al., 2014,
FERNANDES et al., 2015).

Define-se a Impedéancia Eletroquimica (Z), como a razdo obtida entre o
potencial alternado aplicado (E (t)) e a corrente obtida em funcao desta perturbacéo
(i (t)), Equacéo 2.

_ E®
=6 (Eq. 2)
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A medida que se varia a frequéncia (f) em que se aplica o E (t), sdo
revelados os mecanismos eletroquimicos (pois se revela a escala de tempo de
diferentes processos) que podem ser modelados por elementos de circuito (como
resistores e capacitores). Os resultados obtidos podem ser plotados em graficos do
tipo Nyquist, os quais relacionam cartesianamente a componente da impedancia real
(Z") com a componente da impedancia imaginaria (—Z") (BARD et al.,, 1980;
BUENO et al., 2013)

E comum utilizar um circuito elétrico equivalente, com elementos de circuito
para se modelar a resposta dos espectros de impedancia construidos a partir das
variaveis complexas Z’' e —Z”. A representagcdo mais comum do espectro é o de
Nyquist e o circuito equivalente normalmente mais utilizado em eletroquimica é
chamado de circuito de Randles, onde para sistemas mais simples (interface metal-
eletrolito) o elemento com “caracteristica” redox fica livre em solugdo e em contato
direto com a superficie metalica com a qual troca elétrons. Este circuito € composto
de elementos como R (resisténcia da solucdo eletrolitica), R, (resisténcia a
transferéncia de cargas, indicando reacdo de oxirreducéo), Cy4 (capacitancia da
dupla camada) e Z,, (impedancia de Warburg) para descrever as caracteristicas
fisicas da interface eletroquimica. O modelo de circuito de Randles € mostrado na
Figura 6 (a). O sistema de interface eletroquimica com monocamada dielétrica
(SAM) é um sistema mais complexo, e as propriedades dielétricas da SAM sao
importantes uma vez que impedem o contato direto do par redox em solugdo com o
eletrodo metalico. Além disso, no caso especifico deste trabalho tem-se a enzima e
o seu cofator adsorvidos na superficie do eletrodo, ambos suportados em uma SAM
gue bloqueia o contato direto (existindo entdo uma transferéncia de elétrons nao-
adiabatica) (CARVALHO et al., 2006; BUENO et al., 2013).
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Figura 6 - Circuito elétrico equivalente, do tipo Randles (a), com diagrama de Nyquist (b). Onde R, é
resisténcia de solucéo, C4; é capacitancia da dupla camada elétrica, R, é resisténcia a transferéncia
de cargas, Z,, € Impedancia de Warburg, —Z” é impedancia imaginaria e Z’ é a impedancia real. O
diagrama (1) apresenta menor R, que o (2).

Cd
(a) R,
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R
S
N [frequéncia (Hz) (b)
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o O
ogooooo
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Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2006).

A adicdo de elementos ao circuito elétrico equivalente tem que ser criteriosa
para que os resultados sejam compativeis com os fendbmenos fisicos e quimicos que
acontecem na interface eletrodo/solugao.

3.1.2 Protocolo de limpeza da superficie de ouro

O eletrodo de trabalho foi composto de ouro (Au) e antes de ser

funcionalizado necessita de um pré-tratamento, sendo que o protocolo utilizado no
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grupo Nanobionics, consistiu no polimento mecanico com pasta de alumina de
diferentes granulometrias (1 ym, 0,3 um e 0,05 pm, respectivamente nesta ordem).
No intervalo de cada polimento, o eletrodo era exaustivamente lavado com agua e

sonicado em agua ultrapura por 5 min para retirar particulas adsorvidas.

Em seguida, fez-se uma dessorcédo eletroquimica com 1 mmol L™* de NaOH
(preparado em agua ultra pura MilliQ®), por voltametria ciclica (VC), -0,7 V a -1,7 V
versus Ag/AgCl KCl saturado, com velocidade de varredura de 0,1 V s, 100 ciclos.

Posteriormente, o eletrodo foi sonicado em etanol ultrapuro por 15 min e
tratado eletroquimicamente, também chamada de limpeza eletroquimica. Este
tratamento consiste em realizar VC em solucéo de acido sulfurico (H,SO4) 0,1 mol
L', com varredura de -0,2 V a 1,5 V versus Ag/AgCl KCI saturado, 25 ciclos a uma

velocidade de varredura de 0,1 V s™, Figura 10.

Neste trabalho, definiu-se um intervalo de fator de rugosidade (F,) entre 1 e
1,3 para que a area ativa (Aaiva) do eletrodo esteja o mais proximo da area
geométrica, ou seja, quanto mais proximo de 1, o fator de rugosidade, mais lisa a

superficie.

Para obter o valor do F;, integra-se o pico da corrente catédica, obtido na VC,
destacado na Figura 7, para obtencdo da area ativa do eletrodo, sendo de
conhecimento que esta area é proporcional a quantidade total de carga, pode-se
dividi-la pela constante de 400 uC cm™, resultando na area ativa de 0,0395 cm?. A
relacdo area ativa pela area geométrica nos remete ao fator de rugosidade, que no
caso foi de 1,25 (SPATARU et al., 1996; TKAC; DAVIS, 2008).
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Figura 7 - Voltamograma ciclico obtido da limpeza eletroquimica.
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3.1.3 Funcionalizacéo do eletrodo

A superficie do eletrodo de ouro comeca a ser funcionalizada com a adsorcao
da L-cisteina (10 mmol L), aplicando-se uma solugcdo do aminoacido em PBS, pH
7,4, sobre a superficie por 12 h formando uma SAM (monocamada automontada).

Apés lavagem em PBS e em seguida em agua ultra pura, foi seco e
mergulhado numa solucdo aquosa de EDC (10 mmol L™) e NHS (20 mmol L), por 2

h, utilizada para ativar o grupamento carboxilico da L-cisteina.

O eletrodo foi lavado com agua ultra pura e imerso em solugdo contendo a

enzima que o funcionalizard em concentracéo de 0,15 mg mL™, em PBS, por 2 h.
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No caso da penicilinase, apos as 2 h, retira-se o eletrodo, que foi lavado como
Nno passo anterior e na sequéncia imerso em uma solucao que contém o cofator para

ativacdo da enzima.

Cada processo de acoplamento foi avaliado por voltametria ciclica com o seu
respectivo analito para garantir que a reacdo nao ocorresse de outra forma que nao

fosse pela atividade enzimatica.

3.2 Parte tedrica

Com a finalidade de esclarecer o comportamento mecanistico da enzima
penicilinase e confrontar com dados obtidos experimentalmente, optou-se pelo uso
de ferramentas de bioinformatica amparadas pelos resultados eletroquimicos obtidos
neste estudo. A modelagem subdivide-se em modelagem classica e modelagem

guantica.

3.2.1 Modelagem cléssica

3.2.1.1 Mecanica Molecular (MM) ou Campos de Forca

Modelos simplificados podem fornecer uma descricdo razoavel do sistema e
permitem obter muitas informacGes de interesse. Modelos baseados nas leis da
mecanica classica (conhecidos por Mecéanica Molecular ou Campos de Forca)
permitem simulacdes de sistemas compostos por alguns milhares de atomos
eficientemente, e sdo particularmente adequados em processos onde ndo ha
quebra/formacédo de ligacbes quimicas ou excitacOes eletrbnicas, ou seja, nao
requerem descri¢cdo quantica do sistema. Por estas razfes, estes tém sido o método
de escolha na comunidade cientifica para estudar diversos sistemas biomoleculares
(SMITH et al., 2012).
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A descricdo dos campos de forca ignora a dinamica eletrénica e calcula a
energia do sistema apenas como uma funcéo das coordenadas nucleares. Portanto,
a aplicabilidade dos campos de forca tem base em algumas suposicdes. A principal
€ a validade da aproximacdo de Born-Oppenheimer, que permite definir a energia
potencial do sistema em funcdo das coordenadas nucleares (a superficie de energia
potencial). Geralmente, a forma da fungcdo energia potencial, em funcdo das
posicoes dos N atomos no sistema, € dada pela Equacao 3:

U= Zlig klig (I‘ - r'0)2 + Zang kang (9 - 90)2 - Ztorg()es Vn [1 + COS(nT - (P)] +

Ajj By | 4iqj
i 2 rT;—r_sl‘Fr_]]) (Eq. 3)
ij ij 1

caracterizada pelos seguintes termos, respectivamente:

1) Estiramento e deformacdo angular de ligacdo: A energia potencial é
representada pela lei de Hooke, como uma expansdo da verdadeira energia
potencial em torno de uma posicdo de equilibrio da mesma, onde a primeira
contribuicdo é quadratica. Na equacdo acima, ry€ a distancia de equilibrio da

particular ligacédo considerada e k;;, representa a constante de forca do oscilador,

7z

assim como a contribuicAo de cada angulo é caracterizada por um valor de
referéncia 6, e uma constante de forca k,,,. As constantes de forca sdo derivadas
principalmente de dados espectroscopicos e de calculos ab-initio em sistemas-
modelo. Como foi dito, o verdadeiro potencial ndo é harménico (somente para
pequenos deslocamentos em torno da posicao de equilibrio) e, portanto, ndo permite
a modelagem de processos envolvendo rearranjo de ligagbes quimicas, como ja
mencionado (HU et al., 2013; PRATT et al., 2015).

2) Torgéo de ligagbes: O terceiro termo corresponde a energia de torcdo dos
angulos diedrais (definidos por ligagbes entre 4 atomos), onde 1}, € usualmente a
altura da barreira de rotagdo, da mesma maneira que se faz em estudos de anélise
conformacional de alcanos. Contudo, h& outros termos que contribuem para a

barreira, como sera visto a seguir. n € a multiplicidade e seu valor d4 o nimero de
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pontos de minimo de energia em funcdo do angulo diedro, variado entre 0 e 360° e
@ € afase angular (HU et al., 2013; PRATT et al., 2015).

3) Interacdes de VDW e eletrostatica: Moléculas e atomos independentes
interagem através de forcas ndo-ligadas, as quais ndo dependem de nenhuma
relagdo especifica entre atomos. Estas constituem interacdes dependentes da
posicéo, inversamente proporcionais a certa poténcia da distancia. Usualmente sao
divididos em dois grandes grupos: interacfes eletrostatica e de van der Waals
(VDW). A interacéo eletrostatica € modelada da seguinte maneira: a cada um dos
atomos é atribuida uma carga, normalmente retirada de ajustes, por analise
populacional em célculos ab-initio, de modo a reproduzir o potencial eletrostatico do
calculo com o minimo de erro, e utiliza-se a lei de Coulomb para o calculo da
energia eletrostatica do sistema de cargas pontuais. E claro que a eletrostatica néo
leva em conta todas as interacdes nao-ligadas. Sabe-se que num simples sistema
composto por um par de dipolos oscilantes, a teoria de perturbacédo de segunda
ordem resulta numa energia de interacdo inversamente proporcional a sexta
poténcia da distancia, que é a interacao de van der Waals. Tal interacdo é modelada
via a funcédo 6-12 de Lennard-Jones (um potencial atrativo na sexta poténcia do
inverso da distancia e repulsivo a 122 poténcia, que € a repulsdo a curta distancia

entre os atomos). Os parametros ajustaveis sdo tabelados para cada atomo, a

*

saber, a distancia entre os atomos i e j no qual a energia de VDW € minima, R;;, e a

energia minima ¢;;, e sdo usados nos coeficientes do termo de VDW: R;; =
(Rf +R) e ;= [eg, e A =&;(R{j)" e By = 2g;(R;)®. Os potenciais de
Lennard-Jones permitem, portanto, a descricdo de interacfes repulsivas de curto
alcance e atrativas dispersivas de longo alcance (HU et al., 2013; PRATT et al.,
2015).

Os parametros obtidos a partir dos modelos, possibilitaram a criacdo de
varios campos de forca que permitem a descricdo de diversos fendmenos. Neste
trabalho, utilizou-se do AMBER99SB, conjunto de parametros utilizados para proteinas,
para compreensdo dos fenébmenos estudados (SMITH et al., 2015; SOMAVARAPU,
KEPP, 2015).

Simplificagbes ainda séo possiveis para diminuir o custo de calculo. Sendo

que o maior esforco esta no calculo da energia de interacdo entre atomos nao-
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ligados, visto que estes escalam em N?, quando comparados a termos ligados, que
escalam linearmente com o namero N de atomos do sistema. Ou seja, é possivel
gue se calcule a interacdo num raio de corte entre atomos, apenas se recomenda
que o raio ndo seja menor que 10A. Mas, ainda assim, é necessario calcular a
distancia entre todos pares de atomos para saber se estdo ou ndo na regido de
corte, 0 que custa tanto quanto calcular a energia. Para esse fim é criada uma lista
de vizinhos, que armazena, para cada atomo, todos os atomos vizinhos dentro da
distancia de corte e os atomos ligeiramente fora da regido. Os vizinhos sdo entao
fixados e atualizados a intervalos regulares durante a simulagéo, tipicamente, a cada
20 femtosegundos (HU et al., 2013; PRATT et al., 2015).

3.2.1.2 Dinamica Molecular

Uma das técnicas mais usadas na simulacdo e compreensdo de sistemas
complexos moleculares e suas propriedades € a chamada dindmica molecular. A
dindmica molecular calcula a dinamica real do sistema, ou seja, calcula a evolucao
de determinado sistema no tempo, através de equacdes que traduzam leis de
movimento, permitindo o calculo de médias temporais, sobre a trajetoria gerada, de
propriedades fisicas do sistema. No caso utiliza-se a segunda lei de Newton dada
pelo conjunto de equacdes diferenciais, Equacéo 4:

O = VURWO,5 @), 7(©]  parai=012, ..N (Eq. 4)

Pode-se notar que o potencial (seja ele classico ou quantico) é funcao da
posicdo de todas as particulas e as equacgdes diferenciais sdo acopladas. Trata-se
de um problema de muitos corpos extremamente dificil de resolver analiticamente.
Na prética, a equacgéao é resolvida pelo método do elemento finito, ou seja, o tempo é
discretizado em intervalos At finitos (consequentemente a trajetéria também é
discreta) e a equacao € integrada numericamente. Dada uma posi¢ao inicial

qualquer e as velocidades iniciais, calcula-se as forcas que agem nos mesmos (e



52

portanto a aceleracdo) e calcula-se a proxima posi¢do, como uma aproximacao em

série de Taylor, Equacéo 5:
F(t+60) = 7 () + 6t (6) + gdtza(t) 4o (Eq. 5)

onde pode-se truncar a expansao até a ordem desejada. Combinando-se estas
equacdes, pode-se ainda eliminar a dependéncia de certas variaveis e até mesmo
diminuir a ordem do erro cometido no truncamento da expanséo. O algoritmo
integrador de Verlet (VERLET, 1967; 1968) é um dos mais usados para este fim e
consiste na obtencdo das posicdes e novas aceleracbes sem uma dependéncia

direta da velocidade, através da soma das duas expansdes, Equacdes 6 e 7:
P (t+06t) = 7 (£) + 6ti(t) + 56t2a(t) + - 5t3b(t) + 0 (5t*) (Eq. 6)
F(t—60) = 7 () — 5t (t) + g&za(t) - %&35(0 + 0 (6t%) (Eq. 7)

resultando na Equacéao 8:

7 (t+6t) = 27 (t) — 7(t — 6t) + St2a(t) + 0 (6t%) (Eg. 8)

Existem outros algoritmos integradores como o algoritmo leap-frog (Verlet
modificado, onde usa-se a metade do passo no tempo) ou até mesmo outros mais
precisos, com esquemas de extrapolagéo, como os algoritmos Preditores-Corretores
(VERLET, 1967; 1968). O passo de integracao é algo a ser também discutido neste
ponto. Usualmente, utiliza-se o que seria 1/10 do periodo de movimento mais curto
de certo atomo, como a frequéncia de estiramento das ligacdes quimicas
(especialmente as que envolvem atomos de hidrogénio, que oscilam com periodo de

10 fs). Como as vezes essa € uma restricdo muito severa (muitas vezes é

necessaria uma dinamica mais longa), ha outras estratégias, como o0 uso de
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vinculos nestas ligacdes (h& véarios algoritmos para esse fim) ou usar atomos de
deutério no lugar de hidrogénio.

Muitas vezes deseja-se realizar as simulacdes levando em conta a
contribuicdo do ambiente, onde o sistema se encontra a pressdo ou temperatura
constante, como no estudo de reacdes quimicas, transicdo de fase, etc. A
temperatura esta diretamente relacionada com a energia cinética média do sistema.
Certos algoritmos, chamados de termostatos, podem, portanto, simular o sistema a
uma certa temperatura constante, re-escalando a velocidade das particulas, como o
caso do termostato de Berendsen (SCHROEN et al., 2002). Neste, as velocidades

sao diretamente modificadas a cada passo, de tal maneira que, Equacao 9:

O = 2 [Toye — T()] (Eq. 9)

T € 0 parametro que determina o acoplamento entre o sistema e o banho térmico. O

fator de escalonamento das velocidades é dado pela Equacéo 10:

% et _ q (Eq. 10)

A=1+ b

Embora seja simples de se implementar, garanta a conservagdo do momento
total e a execucgdo ndo seja muito dispendiosa, ha o problema de que este ndo gera
uma distribuicdo verdadeiramente candnica, ou mesmo as vezes, ergodica. Existem
outros algoritmos que levam em conta o reservatério térmico, explicitamente, na
equacado de movimento, como um grau de liberdade adicional que evolui no tempo,
como o algoritmo de Nosé-Hoover (NOSE, 1984; EVANS ; HOLIAN, 1985; BUSSI et
al., 2009), onde as equac¢fes de movimento agora se escrevem, conforme Equacdes
11,12 e 13:

28 = v(t) (Eq. 11)
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dv(t t

2O = LBy (Eq. 12)
dy(t 1 T

20 = G 1) (Eq. 13)

onde 7 € uma constante de tempo com o0 mesmo papel da constante no algoritmo
de Berendsen, porém o parametro de friccdo agora obedece a uma equacao
diferencial de primeira ordem no tempo, e pode-se mostrar que este algoritmo gera

uma distribuicdo genuinamente canonica em tempos suficientemente longos.

3.2.2 Modelagem quantica

3.2.2.1 Mecanica Quantica (QM)

A Mecanica Quantica estuda eventos que ocorrem a nivel atbmico e sub
atdbmicos, ou seja, consiste em perscrutar um sistema em que ha transferéncia de
energia e/ou elétrons entre compostos. Neste trabalho, serviu para entendimento
mecanistico da reacdo especifica da enzima com substrato (TAYLOR, 1976).

A Fisica Quantica teve seu inicio com os estudos de Max Planck, no fim do
século XIX, o qual teorizou que cada atomo s6 poderia trocar pacotes discretos de
energia (PLANCK, 1959).

Planck teve sua teoria seguida por outros cientistas, como Albert Einstein,
que foi o primeiro a utilizar o termo quantum para a constante de Planck, visto na
equacao de Bohr, Equacado 14 (LANCZOS, 1974; KARLSSON, 2001),

E=hv (Eq. 14)
onde E é a energia do féton, h é a constante de Planck (6,62x103*Js) ev é a

frequéncia de radiacdo, em um estudo, de 1905, onde desenvolveu o conceito de

foton. O termo relaciona-se com quantizagdo de energia, isto €, o elétron passa de
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um nivel a outro, mas sem passar por intermediérios, ou seja, realiza saltos
energéticos (MILLER, 1981).

Em 1926, Werner Heisenberg, um fisico alemao, criou a teoria do “Principio
da Incerteza”’, a qual dizia que ndo se pode determinar simultaneamente, com
absoluta exatiddo, a velocidade e a posicdo de um elétron num atomo. Surgindo
entdo o conceito de orbital, regides ao redor do nucleo do atomo, nas quais a
probabilidade de se encontrar um elétron € maxima. Assim, em 1927, o fisico tedrico
austriaco Erwin Schrodinger, descreveu o movimento do elétron ao redor do nucleo
atdmico por intermédio de equacdes matematicas que relacionam a natureza dual
da particula-onda, a carga, a energia, e a massa do elétron. Caracterizando a nuvem
eletrbnica ao relacionar a velocidade do elétron movimentando-se no espaco
(orbital) (PLOTNITSKY, 2010).

3.2.2.2 Equagéao de Schrodinger

Qualquer aproximacao para estudar sistemas atdbmicos e moleculares a partir
de primeiros principios deve ser baseada na teoria que descreve o comportamento
microscopico de particulas, ou seja, a mecanica quantica. Basicamente, isto consiste

em resolver a equacao de Schrédinger independente do tempo, Equacéo 15:

Hy = Ey (Eq. 15)

Esta é uma equacdo diferencial a autovalores, cuja resolucdo resulta na
funcdo de onda y¥(r,t), que é a descricdo matematica de um sistema de particulas
qguantico, sujeito a um determinado potencial externo. A funcdo de onda contém
todas as informacdes do sistema, o que nos permite obter qualquer propriedade do
mesmo. O principal objetivo da quimica quantica € entéo resolver esta equacao para

o sistema contendo nucleos e elétrons, como uma molécula, por exemplo. No caso
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de um sistema contendo N elétrons e M nucleos, o operador Hamiltoniano, em

unidades atébmicas, se escreve como na Equacéo 16:

onde i e j sdo os indices eletrbnicos e A e B 0s nucleares. Os primeiros dois termos
correspondem a energia cinética eletrénica e nuclear e os outros trés correspondem
a interacdo coulombiana elétron-nicleo, elétron-elétron e nudcleo-ndcleo,
respectivamente. Para esse tipo de sistema, uma solucdo exata ndao € possivel, e

solugBes aproximadas devem ser procuradas.

A primeira das aproximagOes consiste no desacoplamento dos graus de
liberdade eletrbnicos e nucleares seguido da resolucdo do problema eletrdnico
isoladamente, e é conhecida como aproximacdo de Born-Oppenheimer (BORN ;
OPPENHEIMER, 1927). Nessa aproximacdo, supde-se que os elétrons respondem
instantaneamente ao movimento nuclear e foi motivada originalmente pela grande
diferenca entre a massa do nucleo e do elétron. Sob esta aproximacéo, o segundo
termo da Equacao 16 € desprezado e o ultimo se torna uma constante. O restante é
o chamado Hamiltoniano eletrdnico, que possui uma dependéncia paramétrica das

coordenadas nucleares.

Se levar em conta o spin eletrdnico, a funcdo de onda deve também satisfazer
0 principio da antissimetria, que dita que a funcdo de onda correspondente a
férmions deve ser antissimétrica com respeito a troca de coordenadas entre

quaisquer dois elétrons.

Como se pode ver a resolucdo desta equacgéo é bastante complexa e possivel
apenas para elétrons livres ou atomos hidrogendides. Desta forma, os ultimos 90

anos foram dedicados a resolver a equacao de forma simplificada.
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3.2.2.3 Teoria do funcional de densidade (DFT)

Em 1964, Kohn e Hohenberg, publicaram um artigo onde apresentavam uma
reformulagédo da mecanica quantica baseada na densidade eletrbnica e ndo mais na
funcdo de onda. Esta densidade, normalmente representada por p (#), envolvia a
probabilidade de se encontrar o elétron em determinada coordenada. Kohn,
auxiliado por Sham, determinaram como descobrir a p (#) para um sistema real e
assim surgiu a DFT (Density Functional Theory) (HOHENBERG; KOHN, 1964,
POPLE et al., 1992).

A DFT permitiu o desenvolvimento de uma nova forma de estudar os
complexos sistemas atdbmicos que compde as moléculas e suas interacdes, de modo
que computadores sdo usados para ajudar a compreender e a prever as
propriedades (POPLE et al., 1992).

Para conseguir descrever camadas eletrbnicas, Kohn e Sham, construiram
um sistema de elétrons “ficticios”, onde os “elétrons” nao interagem uns com os
outros, mas cuja densidade € igual a densidade do sistema original. Para isso,
imergimos 0s nossos elétrons ficticios num potencial efetivo, o potencial de Kohn-
Sham, escolhido de forma a que esta condi¢cdo seja satisfeita. Como este é um
sistema de elétrons independentes (ndo-interatuantes), eles obedecem a uma
equacado de Schrodinger, a equacdo de Kohn-Sham. Se pode também provar que
este potencial de Kohn-Sham é, ele proprio, um funcional da densidade, escreve-se

normalmente este funcional como a soma de trés partes, conforme Equacéo 17:

VUks [P] (F) = Vext (F) + VHartree [P] (F) + Uxc [P] (F) (Eq 17)

O primeiro termo representa o potencial externo, que numa molécula ou num
sélido € normalmente criado pelos nucleos atémicos. O segundo, o potencial de
Hartree, ja presente na teoria de Thomas-Fermi, leva em conta a interacdo

7

eletrostatica classica entre os elétrons, isto €, a interacdo entre o elétron e a
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densidade média de carga de todos os elétrons do sistema. O Ultimo termo,
denominado potencial de troca e correlacéo, inclui todos os termos néo triviais da
interacdo. O problema é encontrar boas aproximacdes para este ultimo termo, mas
gue pode ser substituida pela LDA, aproximacdo da densidade local, do inglés Local
Density Approximation. Ja foram propostas inUmeras outras aproximacdes para o
potencial de troca e correlacdo. As mais populares para o estudo de solidos séo
agora as chamadas aproximacdes generalizadas de gradientes (GGA, de
Generalized Gradient Approximation), aproximagdes um pouco mais complexas do
que a LDA (HOHENBERG; KOHN, 1964; VOSKO et al., 1980; POPLE et al., 1992;
PERDEW et al., 1996).

A DFT é aplicada para compreenséao da transferéncia eletrénica envolvida na

reacao da enzima com substrato.

3.2.2.4 Metodologia Hibrida - QM/MM

Esquemas hibridos mecéanica quantica-mecéanica molecular (QM/MM) sao
adequados para a investigacdo de propriedades de macromoléculas ou reacdes
guimicas em ambientes complexos e particularmente adequados para estudar sitios
ativos de enzimas ou solutos em fase condensada. O método combina a descricao
da estrutura eletronica do soluto (subsistema QM) com o computacionalmente mais
barato tratamento de mecéanica molecular do ambiente (subsistema MM), sendo

estes acoplados por um Hamiltoniano hibrido, Hoppypy -

Em geral, denota-se o Hamiltoniano total, H o7, que opera sobre a funcéo de

onda de todo o sistema ¥, conforme Equagé&o 18:

H TOT‘P(I‘, R, T) = ETOT (R, T)Lp(l‘, R, T) (Eq 18)



59

onde 7, R, e r representam respectivamente as coordenadas dos atomos classicos,
dos nucleos dos atomos quanticos e dos elétrons dos &tomos quanticos. Este
Hamiltoniano envolve trés termos: um Hamiltoniano quantico, um Hamiltoniano

classico e um termo de acoplamento, Equacgéo 19:

Hyor = Hom + Hym + Houmm (Eqg. 19)

0 mesmo vale para energia total, visto na Equacéao 20:

Eror = Eou + Eym + Equmm (Eq. 20)

Para o tratamento de ambientes macromoleculares bioldgicos, foi
implementada a parametrizacdo por campo de forca de Wang e Shen (WANG,;

SHEN, 2013). Finalmente, o termo de acoplamento Eqyyy,— pode ser decomposto

em trés contribui¢gbes, Equacéo 21:

_ p(r) qiZ, Lj
EQMMM_ l 1 lf|r1:|d +Z 12(1 1|Rla +EQMMM (Eq-21)
onde C é o numero de atomos na regido classica, cujas cargas q; sdo determinadas
pelo campo de forca escolhido para modelar o ambiente e « € o indice dos
Q nucleos dentro do subsistema quéantico com carga Z,. O primeiro e o segundo
termo representam respectivamente a interacdo eletrostatica entre os elétrons e as

cargas classicas e entre nucleos no subsistema quéantico e as cargas classicas.
Finalmente, EQMMM— modela a interagéo de van der Waals entre os atomos das

regibes QM e MM através de um potencial de Lennard-Jones (WARSHEL,; LEVITT,
1976B; MASSOVA; KOLLMAN, 2002; FERRER et al., 2012).

Outra situagdo que merece atencdo especial é o que acontece na fronteira
entre os sistemas QM e MM se esta envolve a separacao de uma ligacdo covalente,
pois ao se “cortar” esta ligacdo, a parte QM ganha um elétron desemparelhado,
enquanto que na parte MM, o elétron ndo é tratado e é, portanto, suprimido no
processo. O sistema passa a nao ser descrito corretamente. Os principais métodos

sao:
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1. o procedimento "link-atom", em que orbitais "fantasmas" s&o colocados
no atomo de fronteira MM para saturar a valéncia da parte QM.

2. 0 procedimento LSCF (Local Self Consistent Field), que "congela" o
orbital que descreveria a ligacdo de fronteira, ou seja, o orbital que
seria do elétron MM da fronteira é incluido no calculo QM, mas nao é
otimizado no processo SCF.

3. 0 geracado de um pseudopotencial no carbono de fronteira MM, que
permite tratar todos os elétrons na parte QM (n&o-trivial) (WARSHEL;
LEVITT, 1976B; MASSOVA; KOLLMAN, 2002; FERRER et al., 2012).

Esta ligacdo entre as por¢cdes QM e MM pode ser tratada de varias maneiras
diferentes. Normalmente o corte é feito nas ligagcdes homopolares, como o caso de
uma ligacdo carbono-carbono em uma proteina. O método adotado na particular
implementacdo foi o método do “atomo ligado” com posicdo escalada, SPLAM
(EICHINGER et al., 1999). Neste método, as ligacdes de fronteira (suposto C-C, mas
nado necessariamente) sao substituidas por ligagcbes carbono-hidrogénio. Este
“hidrogénio de ligacdo” completa a valéncia do sistema QM, e sua posi¢cao é
superimposta na ligagdo Cyy — Cyy - As forgas exercidas neste hidrogénio sao
divididas em componentes perpendiculares e paralelas a ligacdo, sendo que a
primeira é adicionada ao atomo de fronteira classico, e a segunda é multiplicada por
0.1 e somada sobre os atomos de fronteira classico e quantico, para evitar incluir um
torque externo. Os outros termos classicos de energia ligados envolvendo pelo
menos um centro MM de fronteira sdo computados normalmente. Interacdes
Lennard-Jones entre os atomos de fronteira e o hidrogénio de ligacdo sdo omitidos
para pares de atomos separados por menos de trés ligacdes. A carga do atomo de
fronteira MM é dividida e somada sobre seus vizinhos para manter a carga total
inalterada. Este método ja foi utilizado com sucesso em calculos anteriores com
diferentes sistemas, incluindo biomoléculas (WARSHEL; LEVITT, 1976a; b).
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3.2.3 Protocolo de calculos

Para a realizacdo dos calculos tedricos em modelagem computacional
utilizou-se o cédigo GROMACS e SIESTA, em servidores Supermicro de rack da
VERSATUS, servidores altamente paralelos, desenvolvidos para uma grande gama
de aplicacbes intensivas nos campos de Modelagem Quimica, Simulacbes

Financeiras, Genbmica e Fisica.

Foi de particular interesse a utilizacdo de esquemas de simulacdo baseados
em Dinamica Molecular, dando uma abordagem relacionada a minimizacdo de

energia, de forma a observar o comportamento do cofator frente a enzima inativa.

Também se estudou a descricdo mecéanico-quantica do modelo escolhido
para representar o sitio catalitico, e para este, elegeu a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT) (HOHENBERG; KOHN, 1964).

Também foi utilizado o software AutoDock Vina, para simular o melhor
posicionamento da penicilina frente ao sitio ativo da enzima (TROTT; OLSON,
2010).

E para estudar a reacdo da enzima com seu substrato fez-se uso de método
hibrido de mecéanica quantica-mecanica molecular usando uma penicilinase de
Bacillus cereus, uma metalo-B-lactamase (MBL), obtida por difracdo de raios-X e
disponivel no banco de dados PDB, Protein Data Bank, com a seguinte numeracao,
2M5C.pdb, Figura 8, que possui dois ions de zinco (Il) no sitio ativo, uma constante
de Michaelis-Menten (K,,) de aproximadamente 60 pmol L (para enzima
imobilizada e analisada por espectrofometria modificada e um peso molecular de 28
KDa (KLEMES; CITRI, 1979).
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Figura 8 - Estrutura cristalografica obtida por difratometria de raios-X da metalo-B-lactamase
(coordenadas obtidas de 2M5C.pdb) de Bacillus cereus, em tampéao fosfato (PBS), ph 7, com dois
ions zinco em seu sitio ativo.

Fonte: adaptado de Karsisiotis et al. (2013).

A modelagem computacional esclarece, detalhadamente, a estrutura
tridimensional da molécula enzimatica e do antibiético, penicilina G, pois a dinamica
molecular (MD) contribui para entendimento do comportamento atomistico dos
atomos envolvidos, considerando o campo de forca (AMBER99SB) utilizado para
parametrizar as interacdes interatdmicas e direcionar & compreensdo da reagdo
enzimatica heterogénea assistida, ao estudar o comportamento eletrbnico dos

atomos envolvidos na catalise enzimatica, por mecanica quantica (QM).

Todos os célculos e estudo por mecanica molecular foi feita utilizando-se o
codigo GROMACS (PRONK et al., 2013). Para os estudos de simulacéo, a estrutura
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da penicilinase, obtida por raios-X, era composta de aproximadamente 3560 &tomos,
os quais foram acomodados numa caixa ortogonal de 72 x 70 x 65 A, visto que a
menor distancia entre as moléculas vizinhas era 12 A. Em principio os ions

inorganicos foram removidos daquela estrutura obtida por difracdo de raios-X.

Os estados de protonacdo dos residuos foram ajustados para coincidir com
os correspondentes a um pH 7, obtendo-se uma proteina com carga negativa de
-5e’, quando nédo ativada pelo cofator. A proteina foi em seguida relaxada pela
otimizagdo da geometria, minimizando o potencial para 0 minimo mais préximo
(JONES et al., 1997).

O sistema foi solvatado por agua explicita e quantidade suficiente de contra-
ions para neutralizar o sistema de modo a se atingir a concentracao desejada. O sal
escolhido para gerar os contras ions foi o cloreto de zinco (ZnCl,) em duas
concentracdes (quanto ao nimero de fons): 0,01 mol L™ e 0,2 mol L, que
correspondem aos pontos extremos das concentracdes usadas no experimento.
Portanto, o numero total de atomos do sistema solvatado, nesta situacdo, passou a
ter cerca de 32.000 a4tomos. A geometria do sistema foi re-otimizada de modo que a
forca maxima fosse inferior a 500 kJ mol™ nm™. O sistema foi ainda termalizado por
dindmica molecular NVT-conjunto (MD) usando o campo de forca empirico
AMBER99SB para 1 ns e com um intervalo de tempo de 2 fs. O termostato Nosé-
Hoover foi usado para controlar a temperatura em torno de 300 K (EVANS; HOLIAN,
1985; HORNAK et al., 2006)

Numa segunda etapa, a pressdo do sistema foi equilibrada usando o
barostato Parrinello-Rahman, a 1 atm. Isso teve como objetivo equilibrar a
densidade do sistema, por mais 1 ns. Finalmente um tipo de dindmica computacional
sustentada em célculos NPT-MD em 300 K e 1 atm, para 100 ns. Toda a analise
estrutural € entdo realizada dentro da trajetéria correspondente (PARRINELLO;
RAHMAN, 1981).
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4 PENICILINASE: abordagem
eletroquimica e modelagem

computacional

4.1 Abordagem Eletroquimica

Em cada etapa de funcionalizacdo foram realizadas voltametrias ciclicas para
garantir gue uma adsorcdo completa e efetiva da superficie tenha ocorrido como

visto na Figura 9.

A solucdo de ferrifferro utilizada na célula eletroquimica é composta de
ferricianeto de potéassio (1 mmol L), adicionalmente a ferrocianeto de potéssio tri-
hidratado (1 mmol L™) e nitrato de potassio (0,5 mol L™), a qual possibilita a troca
eletrdnica da interface com o meio, ou seja, ha transferéncia de elétrons entre o
eletrodo de trabalho e os ions de Fe, Fet? & Fet3 + e, ocorrendo reagdes de

oxirreducao.
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Figura 9 — VC’s caracteristicas de diferentes eletrodos: o de Au puro, o de Au/SAM, o de
Au/SAM/Penicilinase e o de Au/SAM/Penicilinase na presenca de substrato. Realizadas em solucéo
de ferrifferro, 1 mmol L™, em KNO3, 0,5 mol L. O substrato é a penicilina G a 0,65 mmol LY Em
destaque, ampliacdo na regido onde ocorreu bloqueio de corrente (-0,5 a 0,5 pA cm'z) devido a
formacé&o de filme na superficie metdlica.
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Observou-se que houve um decréscimo nas densidades de corrente anddicas e
catddicas, ou seja, a monocamada de L-cisteina impede a passagem de elétrons,
responsaveis pela oxidacdo e reducio, Fet? S Fe'3 + e~ (associado ao par redox
ferri/ferro), mas nao totalmente, pois ha transferéncia eletrbnica, em quantidade

diminuta, demonstrando que ocorreu efetivamente a formacéo da SAM.

Para fins comparativos, destacou-se na imagem a regido onde ocorreu a

diminuicdo da corrente, possibilitando analisar que ao adsorver a MBL, houve um
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novo impedimento e quando se coloca a penicilina G, sem ions metalicos, também
ocorre, porém discreto. Visto que ndo ha presenca de cofator, ndo se observou
atividade catalitica e, portanto, correntes associadas a uma reacdo desta enzima

com o substrato ndo foram detectadas nestes voltamogramas.

As enzimas possuem um centro ativo aonde o substrato ira se ligar e reagir
formando o produto. No entanto, algumas enzimas precisam ser ativadas, ou seja,
uma apoenzima (enzima inativada) liga-se a um grupo nao proteico, denominado
cofator (ion metélico) ou coenzima (pequenos grupos organicos), adquirindo as
condi¢cdes necessarias para a rea¢do. A enzima quando ativada pelo cofator (neste
caso especifico foi utilizado o atomo|ion zinco) é denominada holoenzima. A Figura

10 mostra o perfil voltamétrico da enzima quando a mesma esta ativa e inativa.

Figura 10 - Perfis voltamétricos de uma apoenzima e uma holoenzima, imobilizadas em eletrodo de
Au. Realizado em PBS 0,1 mol L, pH 7,4 a 25°C. Velocidade de varredura de 100 mV s™. Penicilina
G a 0,65 mmol L™. O ion Zn*, a 25 mmol L™, foi utilizado como cofator. Regido hachurada indica um
“lago de nucleacao”.
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Na Figura 10 utilizou-se a VC com varredura de potencial na direcdo em que 0s
potenciais tornam-se mais negativos, observando-se, neste caso, um pico de
reducdo do substrato no eletrodo funcionalizado, o qual forneceu indicios de um
possivel carregamento por elétron do sistema, que deve facilitar a reacdo de
catalise, sendo um ponto importante a ser explorado utilizando ferramentas de

analise computacional.

A medida que o potencial se torna mais negativo e atinge o potencial de reducao,
a corrente faradaica (corrente catddica) aumenta abruptamente devido a reacdo de
reducdo do substrato no eletrodo. O substrato préximo a superficie do eletrodo é
consumido na reacéo de reducao, e suprido pelos processos de difusdo e migragao
na solucéo, embora o regime seja dominado pela difusdo. Pode se formar na volta, o
‘laco de nucleagcao” (ver Figura 12). Esse laco mostra que é possivel reduzir o
substrato com um gasto menor de energia, pois o0 eletrodo esta revestido com
depdsito de substrato. Em potenciais menos negativos ha a presenca de uma
corrente anddica (corrente positiva) devido a remocdo do depdsito ou oxidagcdo do
eletrodo (NECKEL, 2009).

Na Figura 11 analisou-se a atividade enzimatica relacionada com o uso de duas
diferentes concentracfes de zinco, como cofator da metaloenzima. Nesta figura tem-
se uma VC comparando o perfil voltamétrico para duas diferentes concentracdes de
zinco (cofator), indicando que ndo ha variagdo significativa no pico redutivo
(magnitude da corrente elétrica) em fun¢éo da concentracdo do mesmo.

No entanto, ha uma pequena variagdo na corrente ou carga associada ao
potencial oxidativo, ou seja, na analise com maior concentracdo de cofator, ha um
pico de oxidacéo, indicando que alguns cofatores, que se encontram em excesso,
podem estar se carregando no potencial redutivo e descarregando no oxidativo,

conforme pode ser notado na Figura 11.
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Figura 11 - Voltametrias ciclicas da reacdo enzimética da penicilinase com cofator. Realizado em
PBS 0,1 mol L™, pH 7,4 a 25°C. Velocidade de varredura de 100 mV s™. Penicilina G a 0,65 mmol L™.
Utilizou-se 0,01 mol L™ e 0,2 mol L™ de zinco como cofator. Ambas apresentaram densidades de
corrente préoximas e com “lago de nucleagcdo”. A VC do zinco apresenta um ponto de reversao da
enzimaem -0,6 V.
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Como o potencial de reducao da enzima é pouco influenciado pela concentracéo
do cofator (uma vez que este esteja presente) envolvido na reacédo, utilizou-se a
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) como ferramenta de andlise
complementar, visto que esta técnica € mais precisa e capaz de fornecer
informacdes adicionais dos processos cinéticos envolvidos com a transferéncia de
carga. De fato, a EIE é uma técnica eletroquimica (de estado estacionario) sensivel
para afericdes de informacfes em sistemas elétricos complexos em uma interface
eletrodo/solucdo. A resposta da aplicagdo de um pequeno sinal de corrente
alternada, feita em uma ampla faixa de frequéncias e em varios potenciais,
possibilita diferenciar processos com tempos caracteristicos distintos, permitindo

obter pardmetros como a resisténcia da solugcéo (R;), a resisténcia transferéncia de
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elétrons do eletrodo para a solucéo (R.;) e a capacitancia da dupla camada elétrica
(Cq1), por exemplo. A impedancia obtida é uma funcéo complexa definida a partir das

suas componentes real, Z’, e imaginaria, —Z” (CARVALHO et al., 2006).

De forma geral, a EIE é usada para se obter informac¢des sobre as propriedades
da reatividade de interfaces (proteinas/substrato) como € o caso de proteinas
adsorvidas na superficie de eletrodos (FERNANDES et al., 2014). A EIE utiliza sinais
muito pequenos de perturbacdo que ndo comprometem as propriedades da
superficie funcionalizada pela metaloenzima (ensaio ndo destrutivo), tornando
possivel estudar as reacfes de oxirreducdo de forma consistente e em funcdo de
mudancas periddicas do campo externo (CARVALHO et al., 2006).

Relembrando que a Impedéancia Eletroquimica (Z) € definida como a razéo
obtida entre o potencial alternado aplicado (E (t)) e a corrente obtida em funcéo
desta perturbacgéo (i (t)). A medida que se varia a frequéncia (f) em que se aplica o
E (t), sdo revelados os mecanismos eletroquimicos (pois se revela a escala de
tempo de diferentes processos) que podem ser modelados por elementos de circuito
(como resistores e capacitores). Os resultados obtidos sdo mais comumente
plotados em gréficos do tipo Nyquist, os quais relacionam cartesianamente a
componente da impedancia real (Z") com a componente da impedéancia imaginaria
(—Z") (BUENO et al., 2013).

Na Figura 12 sdo observados os graficos de EIE ou os chamados diagramas de
Nyquist para 11 (onze) diferentes potenciais estacionarios, E (V), para um eletrodo

funcionalizado com penicilinase e na presenca do substrato.
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Figura 12 - Espectro de impedancia (construidos em intervalo de frequéncias de 1 mHz a 1 MHz)
para onze diferentes potenciais aplicados entre -0,6 V a 0,4 V. Estes espectros foram obtidos em PBS
0,1 mol L™, pH 7,4 a 25°C. Penicilina G (substrato) em concentraces de 0,65 mmol L™. Utilizou-se 1
mmol L™ de cofator, Zn. Em destaque, regides de baixa impedancia real (Z).
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A adicdo de elementos ao circuito elétrico equivalente tem que ser criteriosa para
gue os resultados sejam compativeis com os fendmenos fisicos e quimicos que
acontecem na interface eletrodo|solucdo. O circuito elétrico equivalente utilizado
neste trabalho esta representado na Figura 13 (a), na qual se tem graficos de EIE
para potenciais de -0,3 V, 0V e 0,3 V e na presenca de cofator zinco (Fernandes et
al., 2014). Em destaque observou-se suas respectivas curvas de ajuste obtidas com
o auxilio do software Zview2 para a reacao redox do eletrodo funcionalizado com a
B-lactamase e seu substrato. Os ajustes sdo forcosamente extrapolados para
demonstrar o fechamento do semicirculo que permite obter o valor de R, como
principal parametro deste circuito equivalente e que esta diretamente associado a

cinética de transferéncia eletrbnica que ocorre nesta interface.
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Figura 13 - Em (a) tem-se 0 circuito elétrico equivalente correspondente ao sistema, onde C,,
corresponde a capacitancia da monocamada sem contribuicdo ibnica, R, e C,, resisténcia e
capacitancia, respectivamente, ndo compensadas, R, é resisténcia de solugéo, €, é capacitancia da
dupla camada elétrica, R, é resisténcia a transferéncia de cargas, Z,, € Impedancia de Warburg. Em
(b), tem-se diagramas de Nyquist realizados em solucdo de PBS 0,1 mol L™, pH 7,4, a 25°C,
contendo 1 mmol L™ de cofator e penicilina G a 0,65 mmol L™. Foram obtidas as correntes para 0s
potenciais -0,3V, 0 V e 0,3 V para frequéncias de 1 mHz a 1 MHz, com cofator, zinco. Destacou-se
em (c) e (d), as respectivas curvas de ajuste para cada potencial aplicado, de acordo com o circuito
elétrico equivalente correspondente & interagdo eletrodo funcionalizado e seu substrato. Onde, —Z” é
impedancia imaginéaria e Z’ é a impedancia real.
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A partir dos dados obtidos do ajuste do circuito elétrico equivalente,

obtiveram-se os valores de R., 0s quais foram plotados em funcdo do potencial,
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conforme visto na Figura 14. O comportamento do valor de R, em funcdo do
potencial pode ser relacionado diretamente com a reacdo enzimética, pois, de
acordo com a lei de Faraday, a passagem de corrente através da interface
eletrodo|solucdo caracteriza uma reacdo eletroguimica e a sua cinética pode ser
diretamente associada aos valores de R.;. NO caso, associou-se a intensidade da
reacdo enzimatica estudada, relacionando a resisténcia a transferéncia de cargas,
R.;, a resisténcia a passagem de uma densidade de corrente faradaica para a
transferéncia de elétrons e a concentracao de reagentes de centros redox no “filme”
molecular enzimatico (TICIANELLI; GONZALEZ, 2005; MIGUEL et al., 2015).
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Figura 14 - Grafico da resisténcia a transferéncia de carga (R.) vs. E (V). Mostra em a) a variacédo da
R, na auséncia e na presenca de cofatores da reagcdo enzimatica na presenca do substrato,
Penicilina G em concentracdes de 0,65 mmol L™, utilizou-se 1 mmol L™ de cofator, Zn ou Co, em b) o
comportamento de R, na presen¢a e na auséncia de substrato tendo Zn, como cofator. O aumento
da atividade da metaloenzima é inversamente proporcional ao R.. A area hachurada corresponde

aos potenciais que favorecem a reacao.
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Os resultados apresentam indicios que para medidas realizadas onde o
potencial estacionario, E (V), sdo mais negativos, ha uma diminuicdo da resisténcia,
conforme verificado no diagrama de Nyquist, da Figura 12, e comparados com as
Figuras 14 (a) e 14 (b) indicando passagem de elétrons com maior facilidade nestes
potenciais, ou seja, no caso da metaloenzima, sugere-se que ha uma reacao redox
enzimatica, pois é evidenciado uma menor resisténcia a transferéncia de cargas
(R.:). Além disto, observou-se que o resultado obtido de R, para cofatores
diferentes (cobalto e zinco), tem valores (e comportamento em funcdo do potencial)
préximos na regido area hachurada. Essa regido de potencial coincide com a regiao
da VC onde aparece o lagco de nucleacdo (Figura 11), como dito anteriormente,
sugestivo de catalise enzimatica, indicando assim que a reacdo € realmente
facilitada (por acdo enzimatica) nestes potenciais e que o tipo de cofator ndo altera a
reagdo, quando aplicado o E (V) adequado que, aparentemente, colabora com a
reacdo redox (os resultados de simulacdo a serem apresentados mais adiante

reforcardo esta premissa).

Na Figura 14 (a) compararam-se as R.'s obtidas com e sem cofatores, o que
mostrou que na auséncia de cofator houve maior resisténcia a troca de elétrons,
sugerindo que este aumento esteja relacionado a auséncia de catalise enzimatica.
Desta forma, os resultados eletroquimicos sugerem um processo de eletrocatélise

enzimaética.

Por conta de todas as observacdes realizadas nas analises eletroquimicas,
especialmente pelas diferencas observadas quando as medidas séo realizadas com
e sem a presenca do cofator, sugere-se uma reacao eletrocatalitica induzida pela
presenca do cofator. Isso é especialmente corroborado pela diminuicdo de R, ou
seja, aproximadamente e somente 2,2% da resisténcia de transferéncia de carga
obtida na presenca de zinco (foi tomado a resisténcia obtida sem cofator como
sendo 100%) para certos potenciais estacionarios, E (V), sugestivo de rea¢ado redox
facilitada por potencial. Além disso, a regido de potencial onde os valores de R.; sdo
minimizados coincide com a regido de potencial onde se observa o laco de
nucleacdo na VC, o que é um forte indicativo da presenca de uma eletrocatélise

enzimatica. Desta forma, sugere-se que a reagdo da penicilinase com a penicilina G
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seja um modelo de reacgdo redox enzimatica, servindo de estimulo e dire¢do para
modelagem computacional. Esta ferramenta de pesquisa como veremos, apontara
sugestbes do modelo enzimatico assistido pelo eletrodo (eletrocatalise) e do

mecanismo reacional heterogéneo.

4.2 Anélise computacional da interagdo penicilinase/Zn*".

Nesta etapa do trabalho, o0s resultados apresentados de analise
computacional foram obtidos por dindmica molecular (DM), ou mecéanica molecular,
para saber a influéncia que o zinco (cofator) exerce sobre a penicilinase e a
estabilidade na interacdo zinco-proteina. Analises de mecanica quantica foram
também complementarmente realizadas para indicar o melhor entendimento da
interacdo da enzima com o substrato do ponto de vista eletronico, onde foi simulado

o papel do sitio ativo.

Para realizar as andlises computacionais adotou-se um modelo de
penicilinase (2M5C.pdb), Figura 15, a partir do banco de dados PDB (Protein Data

Bank), o qual forneceu coordenadas iniciais para estudos de dinamica molecular.



76

Figura 15 - Penicilinase (2M5C.pdb) obtida por difratometria de raios-X, em pH 7. A priori, os ions
inorganicos foram retirados da estrutura.

Fonte: adaptado de (KARSISIOTIS et al., 2013) .

Todos os célculos e estudo por mecanica molecular foram feitos utilizando-se
0 cédigo GROMACS (PRONK et al., 2013). Para os estudos de simulacdo, a
estrutura da penicilinase, obtida por raios-X, era composta de aproximadamente
3560 atomos, os quais foram acomodados numa caixa ortogonal de 72 x 70 x 65 A,
visto que a menor distancia entre as moléculas vizinhas era 12 A. Em principio, os
ions inorganicos foram removidos daquela estrutura obtida por difratometria de
raios-X. Os estados de protonacao dos residuos foram ajustados para coincidir com
0s correspondentes a um pH 7, obtendo-se uma proteina com carga negativa de
-5e". A proteina foi, em seguida, relaxada pela otimizacdo da geometria,
minimizando o potencial para o minimo de energia potencial mais préximo por
meétodos de gradientes utilizando algoritmos de steepest descent (JONES et al.,
1997; LEACH, 2001).
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O sistema foi solvatado por agua explicita e quantidade suficiente de contra-
ions para neutralizar o sistema de modo a se atingir a concentracao desejada. O sal
escolhido para gerar os contra ions foi o cloreto de zinco (ZnCl,) em duas
concentragdes (quanto ao namero de fons): 0,01 mol L e 0,2 mol L, que
correspondem aos pontos extremos das concentragdes usadas no experimento.
Portanto, o numero total de atomos do sistema solvatado, nesta situacdo, passou a
ter cerca de 32.000 atomos. A geometria do sistema foi reotimizada de modo que a
forca maxima fosse inferior a 500 kJ mol™ nm™. O sistema foi ainda termalizado por
dindmica molecular NVT-conjunto (MD) usando o campo de forgca empirico
AMBER99SB para 1 ns e com intervalo de tempo de 2 fs. O termostato Nosé-
Hoover foi usado para controlar a temperatura em torno de 300 K (EVANS; HOLIAN,
1985; HORNAK et al., 2006).

Numa segunda etapa, a pressdo do sistema foi equilibrada usando o
barostato Parrinello-Rahman, a 1 atm. Isso teve como objetivo equilibrar a
densidade do sistema, por mais 1 ns. Finalmente, um tipo de dinamica
computacional sustentada em calculos NPT-MD em 300 K e 1 atm, para 100 ns.
Toda a andlise estrutural € entdo realizada dentro da trajetoria correspondente
(PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

Com a intencdo de demonstrar a estabilidade da interacdo do cofator
metalico, Zn, com a penicilinase, andlises computacionais foram entéo realizadas
em condicdes de baixas e altas concentracdes de cofator, 0,01 mol L™ e 0,2 mol L™,
respectivamente, com a intencédo de se observar com quais atomos constituintes da
proteina o cofator interagiria, o que finalmente foi analisado pela funcdo de

distribuicao radial (RDF), como visto na Figura 16.
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Figura 16 - Fungéo de distribuigdo radial (RDF) entre atomos, de oxigénio e nitrogénio, da proteina e
os atomos de zinco. As trajetérias de Dinamica Molecular foram obtidas para as concentragdes de
0,01 e 0,2 mol L™ de zinco, respectivamente.
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A presenca de um ou mais fons Zn?* préximos & molécula da enzima foi
detectado com facilidade pela funcdo de distribuicdo radial, a qual mostra por
probabilidade a distancia esperada que um par de a&tomos esteja localizado para um
sistema com a mesma densidade e distribuicdo aleatoria. De acordo com o0s
resultados obtidos e analisados por dinAmica molecular RDF, atomos de zinco
tendem a estar perto dos oxigénios do aspartato e das histidinas situados no sitio
ativo. As concentracbes de cofator, 0,01 mol L* e 0,2 mol L* obtidos
experimentalmente pela VC e EIE, foram testadas, comprovando que ndo houve
nenhuma alteracdo na resposta da reacdo enzima/substrato, ou seja, a enzima tinha
seu sitio preenchido e ativado pela presenca do cofator. Assim, observou-se que,
mesmo em baixas concentracdes, o0 zinco tende a se alojar no sitio ativo da
proteina. Isso comprova afinidade elevada da enzima pelo cofator,

independentemente da concentracao de cofator ambientando a enzima.

A andlise de potencial eletrostatico lancga luz sobre a razéo pela qual a enzima
é capaz de atrair a cofator metalico. Na regido do sitio ativo, € evidenciado que, pelo
menos, um ion de zinco se liga a proteina, visto que, o potencial eletrostatico é mais
negativo, em comparacédo com a superficie acessivel da enzima. A Figura 17 mostra

o potencial eletrostatico, correlacionado com a distribuigdo dos residuos carregados.
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No entanto, h& outra regido vizinha, com o mesmo potencial favoravel, contendo
residuos de histidina e aspartato, e, no caso da simulacdo com a concentracédo de

sal mais elevado, alguns atomos de zinco também podem ser encontrados nas

proximidades deste local.

Figura 17 - Distribuicdo de potencial eletrostatico relacionado a carga parcial classica da penicilinase,
em volts. Regido destacada pelo circulo corresponde ao sitio ativo, quando a enzima esté inativa.

Correspondentemente, no sitio ativo existe a possibilidade de que dois ions
de zinco sejam vinculados, e ele simplesmente néo foi observado porque o atual
modelo ndo considera as interacfes covalentes entre 0s ions metalicos e 0s

residuos de proteinas, que tiveram de ser parametrizados, a priori.
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Na Figura 18, tem-se a representacdo das cadeias laterais dos amino&cidos e
suas respectivas cargas, que ao serem somadas resultam em uma carga liquida de
-5e’.

Figura 18 - Representacao em fita da penicilinase junto com os residuos carregados positivos (azul)

e negativos (vermelho).
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Além disso, mostrou-se que, nas condi¢cdes experimentais escolhidas, a
enzima pode, eletrostaticamente, atrair os atomos de cofator para a regido correta.
Assumindo que o zinco se ligou ao sitio catalitico da penicilinase, Figura 19,
conforme indicativo dos resultados obtidos pelas metodologias eletroquimicas
aplicadas neste trabalho, demonstrou-se que o sitio atraiu 2 fons Zn**, e tornou-0 um
ambiente de carga positiva, favorecendo a interacdo com a peniclina, que apresenta

carga liquida de -1e".
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Figura 19 - Distribuicdo de potencial eletrostéatico relacionado a carga parcial classica da penicilinase,
em volts. Regido destacada pelo circulo corresponde ao sitio ativo, quando a enzima esta ativada
pelo cofator.

A estrutura eletronica do sitio ativo foi também estudada aqui, de modo a
compreender qual é a contribuicdo do acoplamento do eletrodo para a catélise
promovida pela penicilinase. Por esta razdo, os célculos de estrutura eletrdnica
foram realizados a partir da configuracdo atdbmica da estrutura cristalografica obtida

por difratometria de raios-X de B. cereus.

Considerando-se o custo do calculo computacional quando analises quanticas
sdo necessarias, utilizou-se aqui um modelo de complexo enzima/substrato onde
apenas as coordenadas dos residuos presentes no sitio catalitico (com a presenca
de atomos de zinco), moléculas de agua e o eletrodo metalico (na forma de cluster

representado por duas camadas atdbmicas de ouro) foram computados para 0sS



82

calculos de estrutura eletrdnica, conforme visto na Figura 20. Desta forma, a partir
deste modelo, baseado nas coordenadas obtidas anteriormente, realizou-se um
calculo de estrututra eletrénica, a fim de elucidar quais sdo as espécies que trocam
elétrons com o eletrodo, durante a reagcdo enzimatica. O método mecéanico quantico
utilizado é sustentado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) (HOHENBERG;
KOHN, 1964; POPLE et al., 1992).

Figura 20 - Representacdo atomistica do modelo complexo enzima-substrato mais eletrodo, utilizado
nos calculos quéanticos de estrutura eletrdnica, com carbono (ciano), nitrogénio (azul), oxigénio
(vermelho), hidrogénio (branco), enxofre (laranja), zinco (cinza) e ouro (amarelo).
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Na Figura 21, pode-se observar que 0 meio aquoso (solvente) aumenta 0s
estados ocupados pelos elétrons, predispondo a reacdo esperada como catélise,
isto €, uma hidrdlise, conforme esperado. No entanto, observou-se que existe alta
densidade de estados ocupados na presenca de ouro, especialmente a regido de
energia nula (em eV), particularmente a regido que separa os estados eletronicos

ocupados dos desocupados (nivel de Fermi). No caso do célculo, na auséncia do
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eletrodo de ouro, observa-se um gap entre o ultimo estado ocupado e o primeiro
desocupado, na faixa de 2 eV. Observa-se também que a inclusdo da molécula de
agua modifica ligeiramente a DOS (densidade de estados eletrénicos da molécula
para uma determinada faixa de energia, ou seja, a nuvem eletrbnica por volume)
“estreitando” o gap. A influéncia do eletrodo de ouro foi em misturar estados
ocupados do metal com estados energeticamente superiores do sistema modelo

enzima/substrato.

Os resultados sugerem a contribuicdo de moléculas de agua para a DOS
total, na vizinhanca do nivel de Fermi do sistema. Isso sugere que a molécula de
agua provavelmente é a espécie mais propensa a receber a carga eletrénica vinda
do eletrodo (mediado molecularmente pela estrutura do sitio ativo). Neste caso, a
espécie OH" (hidroxila) seria formada com mais facilidade, sob a acdo do campo
elétrico do eletrodo, e sendo a etapa limitante da reacao de hidrélise, perpetraria que
a penicilinase trabalhe mais rapidamente (ou efetivamente realize uma catélise

eletricamente assistida — eletrocatalise).
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Figura 21 - Densidade de estados eletronicos (DOS) quando adicionado agua ao sistema, com e sem
a influéncia do eletrodo de ouro. ES corresponde ao sistema modelo da enzima/substrato, ESH,0
contém uma molécula de agua explicita e AUESH,O, o sistema com uma molécula de agua sob
influéncia do eletrodo de ouro.
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Neste caso, observou-se que, possivelmente, a penicilinase serve apenas como
modulador da reacdo, ou seja, ela coordena a atracdo da agua por um de seus
hidrogénios, para o sitio, pela interacdo aspartato-H-OH, liberando a hidroxila para

ligar-se ao anel B-lactamico e colapsa-lo, quebrando a ligacdo C-N do anel.

Tudo o que foi observado até o momento, da indicios de que a penicilina G
(carga negativa) seja atraida para o sitio, pela carga positiva do cofator, o qual
coordenara o substrato para a reagdo, pois na Figura 15 tem-se uma R,
aproximadamente, 50 vezes maior na auséncia do cofator, sugerindo que a reacao
de catalise ndo aconteca pelo fato do sitio repelir o substrato, pois ambos séo
negativos. E plausivel afirmar que a densidade eletronica, associada a aplicagéo de
um potencial de eletrodo adequado favoreca a reacdo enzimatica (com
caracteristicas redox), em uma faixa de potenciais onde se observa o laco de
nucleacao, conforme visto em analises de VC e evidenciado pela diminui¢do da R,
na EIE.
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5 CONCLUSOES

Os resultados eletroguimicos obtidos para a enzima penicilinase mostraram
claramente que a atividade enzimatica é dependente da ativacdo pelo cofator
metélico e que a enzima funciona (em termos cataliticos) de forma otimizada num
certo intervalo de potencial, isso comprovado/observado por resultados obtidos por
técnicas eletroguimicas transientes e temporais dependentes, ou seja, pelas
técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica,

respectivamente.

A analise computacional por dinAmica molecular, por sua vez, comprovou
que, na auséncia de cofator, a enzima apresentou uma regido molecular (presente
na sua estrutura atdbmica) com densidade de carga negativa elevada e que se
verificou que essa regido coincide com o seu sitio catalitico. Além disso, a analise de
dindmica  computacional comprovou a  atividade enziméatica  obtida
experimentalmente, indicando que os ions de zinco, utilizado como cofator, sdo de
fato atraidos para o sitio catalitico da enzima; na quantidade de, no maximo, 2 (dois)
ions quando ativado, uma vez que a enzima mostra carga de 5 (cinco) elétrons (o

gue induz a uma densidade de carga negativa) quando a enzima esta sem cofator.

Além disso, em média, 1,5 (um e meio) atomos de zinco permanecem no
interior do sitio catalitico, isto é, a enzima necessita de pelo menos 1 (um) ion
metalicio bivalente para ativar-se, e no méaximo, dois no sitio catalitico, evidenciado
pelas areas dos picos vistos nos graficos das funcdes de distribuicdo radial. A
enzima apresentou-se estavel como uma holoenzima, o que indica que os ions de
zinco se alojam no sitio, permanentemente, ao interagir com a penicilinase, isto €, 0s
atomos de zinco passam a interagir com 0s atomos de oxigénio do aspartato e as

histidinas presentes no sitio catalitico da enzima.

Adicionalmente, o0s resultados eletroquimicos indicaram uma reacgéo

enzimatica com carater redox, o que foi evidenciado pela variagdo observada na R.;
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para diferentes potenciais aplicados no eletrodo, evidenciando um padrao

eletrocatalitico em potenciais especificos (aproximadamente, de -0,3 a -0,5 V).

A boa correlacdo entre os resultados de analises eletroquimicas com os
calculos preliminares de modelagem computacional permitem o investimento de

maior tempo e aprimoramento dos célculos nesta direcao.

Os calculos mecéanico-quanticos utilizam o método da DFT, que permitira
elucidar as mudangas na densidade de estados eletronicos do sistema devido a
presenca dos estados eletrénicos do eletrodo e permitira inclusive elucidar melhor a
influéncia da presenca do solvente (aquoso), também sugestivo de uma reacao

catalitica da penicilina como um modelo de enzima da classe das hidrolases.

Estes resultados corroboram com a hipétese de que o eletrodo colabora com
a reacdo enzimdtica, todavia mais estudos s8o necessarios para investigar a

influéncia da apliacacdo de potencial estacionério sobre a enzima redox.
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