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Do inicio até o ultimo porto, so interessa a viagem: as vezes tem tempestade, ondas
enormes cobrem o barco; depois vem a calmaria e podemos desfrutar de um horizonte
claro. Mas se durante essa travessia a gente prosseguir desejando o bom, o belo e o
verdadeiro, entdo tudo tera valido a pena. (Lygia Fagundes Telles).



RESUMO

A L-asparaginase ¢ uma enzima amplamente empregada no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda (LLA), devido a sua capacidade de degradar a L- asparagina (Asn), essencial
para a sobrevivéncia de células leucémicas. No entanto, as formulacdes disponiveis sdo
derivadas de fontes bacterianas e frequentemente associadas a reagdes imunoldgicas severas.
Embora o organismo humano possua uma enzima homodloga, a hASNasel, sua baixa atividade
catalitica inviabiliza sua aplicagdo clinica direta. Para contornar essa limitagdao, mutagdes vém
sendo propostas com o objetivo de aumentar sua eficiéncia. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um protocolo computacional, baseado em simulagdes de dinamica molecular e
analises estruturais, para avaliar os efeitos estruturais e energéticos de variantes da hASNasel,
identificando caracteristicas moleculares associadas ao aumento de atividade catalitica. Os
sistemas foram construidos com base na estrutura nativa da enzima ¢ simulados em condicoes
fisiologicas. A estabilidade estrutural foi avaliada por meio do desvio quadratico médio
(RMSD), enquanto o potencial de interagdo interatdomico (PII) e célculos de energia livre de
ligacdo foram utilizados para analisar as interagdes entre as variantes da hASNAsel e a Asn.
Célculos MM/PBSA indicaram afinidades de liga¢do crescentes na ordem D87S < D84N<
A186V < DS87N, consistentes com o tempo de residéncia do substrato no sitio catalitico.
Experimentalmente, observou-se aumento de atividade catalitica de 17x (D87S), 19x (D84N),
50x (A186V) e 52x (D87N) em relagdo a enzima selvagem, confirmando a eficacia do
protocolo DM + MM/PBSA para predizer variantes de alto desempenho. Em conclusao, o
protocolo de DM e MM/PBSA explicou os determinantes estruturais dos ganhos de atividade
observados experimentalmente em variantes de hASNasel, apontando D87N ¢ A186V como
candidatas promissoras para uma L-asparaginase otimizada. O entendimento da relagdo entre
estrutura e atividade catalitica em variantes da hASNasel fortaleceu o uso de abordagens in
silico no desenvolvimento racional de biofdrmacos mais seguros e eficazes para o tratamento

da LLA.

Palavras-chave: hASNasel; dindmica molecular; leucemia linfoblastica aguda; energia livre

de ligagao.



ABSTRACT

L-asparaginase is an enzyme widely employed in the treatment of acute lymphoblastic leukemia
(ALL) due to its ability to degrade L-asparagine (Asn), which is essential for the survival of
leukemic cells. However, currently available formulations are derived from bacterial sources
and are often associated with severe immune reactions. Although the human body possesses a
homologous enzyme, hASNasel, its low catalytic activity precludes its direct clinical
application. To overcome this limitation, mutations have been proposed to enhance its catalytic
efficiency. This study aimed to develop a computational protocol, based on molecular dynamics
(MD) simulations and structural analyses, to evaluate the structural and energetic effects of
hASNasel variants and to identify molecular features associated with increased catalytic
activity. The systems were built based on the native structure of the enzyme and simulated
under physiological conditions. Structural stability was assessed through root mean square
deviation (RMSD), while interatomic interaction potentials (PII) and binding free energy
calculations were used to analyze the interactions between hASNasel variants and Asn.
MM/PBSA calculations revealed increasing binding affinities in the order D87S < D84N <
A186V < DTN, consistent with substrate residence times in the catalytic site. Experimentally,
catalytic activity increases of 17x (D87S), 19x (D84N), 50% (A186V), and 52x (D87N) were
observed compared to the wild-type enzyme, confirming the effectiveness of the DM +
MM/PBSA protocol in identifying high-performance variants. In conclusion, the DM and
MM/PBSA protocol elucidated the structural determinants underlying the experimentally
observed activity gains in hASNasel variants, identifying D87N and A186V as promising
candidates for an optimized human L-asparaginase. Understanding the relationship between
structure and catalytic activity in hASNasel variants reinforces the use of in silico approaches
in the rational development of safer and more effective biopharmaceuticals for the treatment of

ALL.

Keywords: hASNasel; molecular dynamics; acute lymphoblastic leucemia; binding free

energy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia linfoide aguda

O cancer ¢ uma patologia caracterizada pelo crescimento desordenado de células,
que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos distantes. O rapido crescimento dessas células
pode ser agressivo e incontrolavel, levando a formagao de neoplasias, também chamadas de
tumores. A principal caracteristica dessa doenga ¢ a capacidade dessas células de se espalharem
e comprometerem outros tecidos do organismo (BROWN et al., 2023; INCA, 2019).

O cancer desenvolve-se a partir de mutacdes genéticas, isto €, alteragdes no DNA
celular que resultam em instrugdes anomalas para o funcionamento celular. Consequentemente,
essa patologia pode manifestar-se em qualquer tecido do organismo, sendo classificada em
distintos tipos, conforme sua origem anatomica (INCA, 2022; SATTOJU & MARAM, 2023).
Atualmente existem mais de 200 tipos de cancer, dentre esses, cinco tipos sao 0s mais comuns
em pacientes. Podendo ser do tipo carcinoma, quando comecam em tecidos epiteliais, como
pele ou mucosas; sarcomas, quando se originam nos tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo
ou cartilagem; leucemias, quando se desenvolvem nos tecidos formadores de sangue, que leva
a superproducdo de células brancas anormais; linfomas, que afetam o sistema linfatico,
incluindo o linfoma de Hodgkin e o ndo Hodgkin; e o mieloma, quando se originam em células
plasmaticas, comprometendo a medula 6ssea (DE, 2022; ZELIGER, 2023).

Dentre os diversos tipos de cancer supracitados, a Leucemia abrange uma ampla
gama de malignidades hematopoiéticas, que sdo sub categorizadas de acordo com sua
morfologia, imunofenotipo, anormalidades citogenéticas e moleculares e caracteristicas
clinicas. Basicamente, essa doenga se caracteriza pelo excesso de globulos brancos observado
na corrente sanguinea dos pacientes (PETRAKIS, 1964; WHITELEY, et al. 2021). Nesse tipo
de cancer, as células sanguineas cancerigenas se desenvolvem afetando a producgdo das células
sanguineas saudaveis da medula dssea, diminuindo seu numero normal, com isso a medula
passa a produzir células imaturas e anormais, chamadas de blastos e essas tomam o lugar das
células sanguineas na medula, no sangue e no sistema linfatico. Os quatro principais tipos de
leucemia sdo: leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica cronica
e leucemia mieloide cronica (INCA, 2019; WHITELEY, et al. 2021).

Em 2020, foram estimados aproximadamente 475 mil casos de leucemia em todo o

mundo, representando cerca de 2,5% de todas as neoplasias malignas. Dentre esses, 270 mil



12

ocorreram em homens, com uma taxa de incidéncia estimada em 6,3 casos por 100 mil
individuos do sexo masculino. Entre as mulheres, foram registrados cerca de 205 mil novos
casos, correspondendo a uma taxa de 4,5 casos por 100 mil mulheres (FERLAY et al., 2020).

Para o Brasil, estima-se a ocorréncia de 11.540 novos casos de leucemia por ano no
periodo de 2023 a 2025, o que corresponde a um risco estimado de 5,33 casos por 100 mil
habitantes. Desse total, aproximadamente 6.250 casos deverdo ocorrer em homens ¢ 5.290 em
mulheres, resultando em taxas de incidéncia estimadas de 5,90 por 100 mil homens e 4,78 por
100 mil mulheres, respectivamente (INCA, 2023).

A leucemia linfoide aguda (LLA) € o tipo de leucemia mais comum na infincia,
representando cerca de 75% dos casos pediatricos. Embora menos frequente em adultos, sua
ocorréncia nessa faixa etaria esta associada a um prognéstico menos favoravel, com taxas de
cura inferiores as observadas em criancas. Essa diferenca pode ser atribuida a fatores como a
menor tolerancia dos adultos a tratamentos intensivos e caracteristicas bioldgicas distintas da
doenga entre as faixas etarias (INCA, 2019; MANCINI, 2022).

As LLAs s3o neoplasias caracterizadas pela proliferacio descontrolada de
linfoblastos, células precursoras imaturas da linhagem B (pré-B) ou T (pré-T). A LLA de
linhagem B ¢ a forma mais comum, representando aproximadamente 85% dos casos,
especialmente em criangas, onde se manifesta predominantemente como leucemia aguda. Em
contrapartida, a LLA de linhagem T ¢ menos frequente e geralmente se apresenta como linfoma
timico, principalmente em adolescentes do sexo masculino. Apesar das diferencas entre os
subtipos, ambos compartilham caracteristicas clinicas semelhantes, permitindo que sejam
frequentemente estudados em conjunto (STRAUCHEN, 1996; NIH, SEER, 2024).

O tratamento para LLA ¢ dividido em quatro fases diferentes: inducao de remissao,
consolidacdo, intensificagdo e manutengao de longo prazo. Os tipos de tratamento para LLA
mais comuns que estdo disponiveis para os pacientes sdo: radioterapia, quimioterapia, terapia
direcionada e transplante de células tronco. Mundialmente diferentes regimes quimioterapicos
de inducdo sdo utilizados no tratamento de pacientes com LLA, os principais sdo:
daunorrubicina, doxorrubicina ou idarrubicina; prednisolona ou dexametasona; vincristina;
asparaginase; ciclofosfamida; 6-mercaptopurina; e metotrexato (AURELI et al., 2023;
MALCZEWSKA et al., 2022).

Porém a maioria desses quimioterapicos causam efeitos colaterais prejudiciais aos
pacientes, pois além de atacarem as células cancerosas também atacam as células saudaveis do

organismo. A amplitude e a natureza desses efeitos colaterais podem variar conforme fatores
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como o tipo de medicamento, a dosagem utilizada e o periodo de tratamento (BROWN et al.,

2021; SLIWA-TYTKO et al., 2022).

1.2 Enzimas

Enzimas sdo biocatalisadores importantes, altamente especificos e eficientes na
catalise de reacdes bioquimicas essenciais para todos os seres vivos. Todas as enzimas sao
proteinas cuja atividade catalitica depende da integridade de suas conformacgdes nativas.
Quando uma enzima ¢ desnaturada, tem suas subunidades dissociadas ou seus aminoacidos
degradados, ela perde a capacidade catalitica. Dessa forma, a manutencdo das estruturas
primaria, secundaria, tercidria e quaternaria das proteinas ¢ fundamental para o pleno
funcionamento das enzimas. (NELSON; COX, 2019).

As enzimas apresentam peso molecular que pode variar desde pequenas proteinas
de cerca de 10 a 20 kDa, até grandes complexos multienzimaticos que ultrapassam 1 MDa.
Algumas requerem grupos quimicos adicionais, denominados cofatores, que podem consistir
em ions inorganicos, como Fe*, Mg*, Mn*" ou Zn*', ou em moléculas organicas ou
metalorganicas complexas chamadas coenzimas. Essas coenzimas atuam como transportadoras
transitorias de grupos funcionais especificos. A maioria das coenzimas ¢ derivada de vitaminas,
que sdo nutrientes organicos essenciais em pequenas quantidades na dieta (NELSON; COX,
2019).

A caracteristica fundamental para que uma enzima realize a catélise ¢ a presenga de
uma regido denominada sitio ativo, onde o substrato, molécula sobre a qual a enzima atua, liga-
se especificamente. O sitio ativo consiste em uma cavidade formada por residuos de
aminoacidos cujos grupos nas cadeias laterais interagem com o substrato, facilitando sua
transformagdo quimica. Frequentemente, o sitio ativo envolve o substrato de forma a isola-lo
completamente do meio aquoso circundante. (NELSON; COX, 2019). Também pode haver nas
enzimas a presenca de sitios alostéricos de regulagdo. O termo “alostérico” deriva do grego
allos, que significa “outro”, e stereos, que significa “s6lido” ou “forma”. A intera¢ao de um
ligante com sitios alostéricos pode induzir mudangas conformacionais na enzima, alternando
entre formas mais ativas e menos ativas da proteina. Moduladores alostéricos, que podem ser
inibidores ou ativadores, atuam ao se ligarem a esses sitios, afetando as propriedades de ligagao

em outros locais da mesma enzima, incluindo o sitio ativo. (WILSON; WALKER, 2010).
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As propriedades caracteristicas das enzimas conferem-lhes vantagens para
aplicacdo como farmacos. Primeiramente, as enzimas apresentam alta afinidade e
especificidade ao se ligarem e atuarem sobre seus alvos. Em segundo lugar, sua natureza
catalitica permite converter multiplas moléculas-alvo em produtos desejados. Dessa forma, as
enzimas tornam-se farmacos especificos e potentes, com potencial terapéutico superior ao de
muitas moléculas pequenas (VELLARD 2003). Além de sua aplicagio na industria
farmaceéutica, as enzimas desempenham papel fundamental em diversos setores, como os das
industrias alimenticia, téxtil e agropecudria, entre outras. Elas sdo utilizadas tanto na produgao
de compostos e produtos quanto na aceleragdo de iniimeras reagdes biolodgicas e quimicas,
tornando-se, assim, indispensaveis para os processos vitais e industriais. (KUMAR et al., 2024;
NDOCHINWA et al., 2024).

Para realizar a catélise, as enzimas atuam reduzindo a energia de ativagdo necessaria
para a conversdo do substrato em produto, acelerando assim a velocidade das reagdes quimicas
que, na auséncia de um catalisador, seriam extremamente lentas. Durante uma reagdo
enzimatica tipica, forma-se um complexo reversivel denominado enzima-substrato (ES). Esse
complexo posteriormente se decompde, liberando o produto (P) da reacdo e regenerando a
enzima para novos ciclos cataliticos. (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014). Esse processo

pode ser descrito pela Equacdo 1:

. . (1)
E+Sk—‘ES —> P+ E

—1

Em que E ¢ a enzima, S ¢ o substrato, P ¢ o produto ¢ ES o complexo
enzima-substrato; k1: constante de velocidade de forma¢do do complexo; k-1: constante de
velocidade de dissociagdo do complexo ES; k2: constante de velocidade de decomposi¢ao do
complexo ES, formando o produto.

No mecanismo enzimatico, a enzima se liga reversivelmente ao substrato, formando
um complexo enzima-substrato, que em seguida se dissocia irreversivelmente para liberar o
produto e regenerar a enzima. A velocidade com que o produto ¢ formado pode ser descrita pela
equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 2), que assume que a concentracdo do complexo
enzima-substrato permanece constante durante a reacdo, condi¢cdo conhecida como estado
estacionario. Esse estado caracteriza-se pela manuten¢do constante dos intermedidrios da

reacdo, representando o passo limitante da velocidade. A equagdo deduzida por Michaelis e
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Menten relaciona a velocidade inicial da reagdo (vo) ¢ a velocidade maxima (Vmax) com a
concentragdo do substrato ([S]). A constante de Michaelis-Menten (Km) representa a
concentracdo de substrato na qual a velocidade inicial ¢ metade da maxima, sendo um
parametro fundamental para avaliar a eficiéncia cinética das enzimas. Quando uma enzima atua
sobre diferentes substratos, o Km auxilia na identificagdo daquele pelo qual a afinidade
enzimatica ¢ maior, ja que valores menores de Km indicam maior afinidade. Assim, enzimas
com baixos valores de Km alcangam sua velocidade maxima em concentragdes menores de
substrato. Para a maioria das enzimas, o Km varia entre 10 ¢ 1077 molar. (VOET; VOET,
2013). Entretanto, vale ressaltar que alguns fatores podem afetar a cinética das reagcdes como,
mudangas na concentragdo do substrato, pH, temperatura, presenca de inibidores ou ativadores,
entre outras (VOET; VOET, 2013). A equagao de Michaelis-Menten esta descrita na Equagao
2.

. Vma’x[S]
B End 9] 2)

Neste caso, Km ¢ a concentragao de substrato [S] que produz metade da velocidade
maxima, Vmax. Ou seja, Km = [S] quando vo = Vmax/2.

A constante Km também pode ser interpretada como um indicador inverso da
afinidade da enzima pelo substrato: quanto menor o Km, maior a afinidade, especialmente
quando a etapa limitante da reagdo ¢ a dissociacdo do complexo enzima-substrato. Mutagdes
em residuos localizados no entorno do sitio ativo, sobretudo aqueles envolvidos no
reconhecimento e na estabilizag¢ao do substrato, podem modificar o Km ao facilitar ou dificultar
a ligacdo do substrato. Por exemplo, substituigdes que ampliam a cavidade catalitica, reduzem
repulsdes eletrostaticas, ou introduzem ligagdes de hidrogénio favoréveis, tendem a diminuir o
valor de Km. Dessa forma, analises cinéticas de variantes enzimaticas com alteragdes
estruturais no sitio catalitico ou em regioes adjacentes a entrada do substrato sdo essenciais para
compreender como essas modificagdes influenciam a eficiéncia catalitica e seu possivel uso

terap€utico. No estudo de Guimaraes et al. (2019), simulac¢des de dindmica molecular com a L-
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asparagina posicionada no sitio catalitico mostraram que, sob determinadas condigdes, o
substrato pode se deslocar para fora da cavidade catalitica, mas permanecer proximo a regiao
de entrada, ainda interagindo com residuos especificos. Esses residuos parecem atuar como uma
"barreira parcial", modulando a permanéncia da Asn nas imediagdes do sitio catalitico, um fator
que pode influenciar a reincorporacdo do substrato e, consequentemente, a eficiéncia da
catalise. A partir desse comportamento observado na liberagdo do substrato, é razoavel supor
que mutacdes nesses residuos periféricos também possam afetar a entrada da Asn, favorecendo
ou dificultando sua estabilizag¢do no sitio ativo. Esse impacto pode se refletir diretamente nos
valores de Km, ao alterar a afinidade aparente da enzima pelo substrato. A equacdo de
Michaelis-Menten foi fundamental para o avango da enzimologia, mas nao ¢é capaz de descrever
adequadamente as propriedades cinéticas de muitas enzimas, especialmente as alostéricas.
Essas enzimas apresentam curvas de velocidade da reagdo (vo) em funcdo da concentragdo do
substrato ([S]) com formato sigmoidal, ao contrario das curvas hiperbdlicas previstas pela
cinética de Michaelis-Menten. Tal comportamento ocorre porque a ligagdo do substrato a um
sitio ativo em uma subunidade da enzima pode alterar a afinidade dos outros sitios ativos,
caracterizando uma interacdo cooperativa. Essa cooperatividade implica que a ligacdo de
substrato a um sitio facilita a ligacdo nos demais, aumentando a eficiéncia da enzima. Para
modelar esse fendmeno, a cinética das enzimas alostéricas ¢ frequentemente descrita pela
equacao de Hill (Equacao 3), que considera a cooperatividade entre as subunidades enzimaticas

(BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014).

Vméx [S]n
[S10s + [S]"

e}

V= 3)

Onde V ¢ a velocidade inicial da reagdo enzimatica, Vmax ¢ a velocidade maxima,
[S] € a concentracdo de substrato, [S0.5] € a concentragdo de substrato que produz metade da
velocidade, e n ¢ o coeficiente de Hill, que indica o grau de cooperatividade da enzima nao-
michaeliana (HILL, 1910).

Os parametros cinéticos de uma enzima permitem quantificar sua eficiéncia
catalitica. Além dos parametros ja mencionados, destaca-se a constante kcat, também conhecida
como numero de turnover ou constante de renovacao. Esse parametro indica quantas vezes cada

sitio ativo da enzima realiza a catalise de uma reag@o por unidade de tempo (Equacado 4). O kcat
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¢ calculado a partir da velocidade maxima (Vmax) dividida pela concentragdo total de enzima

ativa ([Et]) (VOET; VOET, 2013), como mostrado na Equagao 4.

[E¢] 4)

A relacdo entre kcat e Km funciona como uma constante aparente de segunda
ordem, que representa a velocidade da reagdo enzimatica em funcdo da frequéncia de encontros
entre a enzima e o substrato na solugdo. Por esse motivo, o valor de kcat/Km ¢ amplamente
utilizado para avaliar a eficiéncia catalitica da enzima de maneira quantitativa (BISSWANGER,

2017).

1.3 Enzimas L-asparaginases

As enzimas responsaveis pela catdlise da asparagina sdo conhecidas como
asparaginases (E.C. 3.5.1.1). A asparagina ¢ um aminoacido essencial para a biossintese
proteica, fundamental tanto para células normais quanto para células cancerigenas.
Consequentemente, a auséncia desse aminoacido compromete a proliferagdo celular IUBMB;
IUPAC, 2023). As L-asparaginases (ASNases) geralmente possuem massa aproximada de 145
kDa e apresentam estrutura tetramérica, que pode ser organizada como homotetramero (quatro
mondmeros idénticos) ou como dimero de dimeros (homodimeros), com cada monomero
apresentando por volta de 300 residuos de aminoacido (MICHALSKA; JASKOLSKI, 2006)
(Figura 1A).

As L-asparaginases bacterianas geralmente apresentam estruturas tercidria e
quaternaria, organizadas na forma de proteinas homotetraméricas com peso molecular entre
140 e 150 kDa. Cada subunidade ¢ composta por, aproximadamente, 330 aminoacidos e possui
uma conformacao estruturada em dois dominios a/f, conectados por uma hélice aleatéria com
cerca de 21 residuos. Os sitios ativos dessas enzimas sao divididos em duas regides distintas:
uma por¢ao rigida, responsavel pela ligacdo ao ligante, e uma regido flexivel. Esta tltima,
altamente conservada entre as L-asparaginases bacterianas, desempenha um papel essencial no
controle do acesso ao bolso de ligagdo da enzima e na realocacao de residuos cataliticos criticos.

(SWAIN, 1993; MAGGI; SCOTTI, 2022).
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No mecanismo de a¢do da L-asparaginase (Figura 1B), a hidrolise da L- asparagina
ocorre em duas etapas ¢ ¢ mediada por um intermediario B-acil-enzima. Na primeira fase, um
residuo nucleofilico da enzima ¢ ativado por uma base forte (NH2), permitindo o ataque ao
carbono da amida da L-asparagina, o que resulta na formag¢ao do intermediario B-acil-enzima.
Na etapa subsequente, esse intermediario reage com o carbono da ligacao éster (R—C=0), apds
a ativagdo de uma molécula de 4gua como nucleoéfilo, liberando L- aspartato e amonia. Embora
a especificidade seja maior para a L-asparagina, a L- asparaginase também ¢ capaz de hidrolisar
amidas peptidicas, como L-glutamina (L-Gln) e L-aspartil, embora com menor eficiéncia

(HOSSEINI, et al., 2024; POKROVSKAYA et al., 2022).

Figura 1 - Representacdo do mecanismo de acdo e estrutura de uma L- asparaginase. A)
Esquema do mecanismo de agdo da L-asparaginase em duas etapas, com a formagdo de um
intermediario covalente por meio de um ataque nucleofilo realizado pela propria enzima. B)
Representacdo da estrutura da L- asparaginase humana 1, evidenciando asparaginas nos sitios
cataliticos (em esferas) e alostéricos (em esferas). Mondmero A em cinza, B em vermelho, C
em verde e D em azul.
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As L-asparaginases sao classificadas em varias subclasses, definidas com base em
critérios como a sequéncia de aminoacidos, especificidade pelo substrato, organismo de origem,
além de suas propriedades estruturais e biofisicas (LUBKOWDKI, WLODAWER, 2021). Elas
sdo classificadas em trés grupos principais: vegetal, Rhizobium etli e bacteriano. O grupo
bacteriano ¢ ainda subdividido em dois tipos: tipo I e tipo II. As enzimas do tipo I sdo expressas
constitutivamente, localizadas no citoplasma e possuem um Km relativamente alto para a L-
asparagina, o que limita seu uso terapéutico. Em contraste, as enzimas do tipo II sdo
peripldsmicas, apresentam alta afinidade pela L-asparagina e ampla especificidade de substrato,
exibindo potente atividade antitumoral. As L- asparaginases sdo encontradas em uma variedade
de organismos incluindo animais, plantas e microrganismos (bactérias, fungos, algas, leveduras
e actinomicetos). Com isso torna-se facil a producdo dessa enzima em larga escala,
principalmente a partir dos microrganismos, devido aos seus métodos de producdo mais faceis
(BATOOL et al, 2016). Devido a essas caracteristicas, somadas a alta afinidade e catalise, duas
isoformas do tipo II, provenientes de Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, foram
amplamente estudadas nas ultimas décadas por suas propriedades terapéuticas no tratamento da
LLA.

Estudos revelaram que o genoma humano codifica trés tipos distintos de L-
asparaginases. A primeira ¢ a aspartilglucosaminidase lisossomal (AGA), uma enzima com
fun¢do primaria de remover asparagina ligada a grupos de carboidratos, nao sendo capaz de
hidrolisar asparagina livre, caracteriza-se como uma enzima do tipo vegetal. A segunda,
denominada hASNase3, exibe alta homologia com a L-asparaginase tipo Il de Escherichia coli.
Por fim, a terceira, conhecida como lisofosfolipase de 60 kDa ou hASNasel, é uma enzima que
compartilha caracteristicas estruturais e funcionais com as L-asparaginases bacterianas,
especialmente aquelas do tipo I. A hASNasel possui um dominio N- terminal ativo que lhe
confere atividade de L-asparaginase, permitindo a hidrolise de lisofosfolipidios e L-asparagina

(KARAMITOS; KORAND, 2014; NOMME; SU; LAVIE, 2014).

1.4 Acio das L-asparaginases no tratamento da LLA

A L-asparaginase foi a primeira enzima descoberta com efeitos antineoplasicos e,
desde entdo, tem sido amplamente estudada por pesquisadores ao redor do mundo. Sua primeira

observacao ocorreu em 1904, e, a partir dai, as investigacdes continuaram. Em 1922, Clementi
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identificou a presenca de L-asparaginase no soro sanguineo do porquinho-da-india.
Posteriormente, em 1953, Kidd demonstrou, por meio de uma série de experimentos, que o0 Soro
de cobaia possuia atividade inibidora de tumores. Em um desses experimentos, o linfossarcoma
foi induzido por via subcutanea em camundongos, que ndo apresentaram proliferacdo tumoral
quando receberam inje¢des do soro de cobaia, enquanto os camundongos do grupo controle
sucumbiram aos carcinomas. Esses resultados foram confirmados pelas pesquisas de Broome,
em 1961, que demonstraram o potencial antitumoral da L-asparaginase (BROOME, 1963; OLD
etal., 1963; WANG et al., 2022). No entanto, o soro do porquinho-da-india ndo era viavel para
produgdo em larga escala, o que levou a busca por outras fontes da enzima. Paralelamente,
diversos estudos identificaram a atividade de L-asparaginase em bactérias. Pesquisas com
Escherichia coli revelaram que a enzima produzida por essa bactéria também apresentava
atividade antitumoral promissora. Investigacdes posteriores mostraram que E. coli codifica
duas isoformas de L-asparaginase, denominadas Ecl e Ecll, sendo que apenas a isoforma tipo
IT demonstrou atividade farmacologicamente relevante (BATOOL et al. 2015; EGLER;
AHUJA; MATLOUB, 2016).

A L-asparaginase atua catalisando a degradagdo da asparagina em acido aspartico
e amonia e por isso € eficaz no tratamento da LLA. Em individuos saudaveis, a maioria das
células ¢ capaz de suprir suas necessidades de asparagina por meio da biossintese endogena,
mediada pela enzima asparagina sintetase. Esse processo envolve a transaminagdo do
oxaloacetato, gerando um intermediario aspartato, que recebe um grupo amino do glutamato,
formando o-cetoglutarato e aspartato; este, por sua vez, ¢ convertido em asparagina. Em
contraste, muitas células leucémicas apresentam deficiéncia ou auséncia da asparagina
sintetase, o que as torna incapazes de sintetizar esse aminoacido de forma eficiente e, portanto,
dependentes de sua disponibilidade exdgena para manter a viabilidade e a proliferacao celular.
A administracdo sistémica de L-asparaginase leva a rapida deplecdo dos niveis plasmaticos de
asparagina, que caem de aproximadamente 50 pM para menos de 3 uM, induzindo um estado
de privacao metabolica que inibe a sintese proteica e culmina em apoptose e bloqueio da
multiplicagdo das células leucémicas (Figura 2) (BATOOL et al. 2015; EGLER; AHUJA;
MATLOUB, 2016).
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Figura 2 - Mecanismo de agdo da L-asparaginase em células normais e tumorais. A enzima
degrada a asparagina (L-Asn) sérica em acido aspartico (L-Asp) e amoénia. Células normais
sintetizam L-Asn endogenamente via asparagina sintetase, mantendo sua viabilidade. As
células leucémicas, deficientes nessa enzima, ndo conseguem sintetizar asparagina, tornando-
se suscetiveis a depleg¢ao extracelular promovida pela L- asparaginase.

L-asparaginase

L-asn sérica » L-asp + amoOnia

VRN

Células normais Células tumorais

@
®e

Oxaloacetato —>» L-Asp Na auséncia da enzima
L-asn sintetase asparagina  sintetase, a
sintese  intracelular  de
asparagina nao ocorre nas

L-Asn células tumorais.

Fonte: Adaptado de Hosseini et al. 2024.

Na 4rea da saude, a L-asparaginase ¢ amplamente reconhecida por suas
propriedades antileucémicas, sendo um agente quimioterapico de grande relevancia terapé€utica.
Utilizada em combinagdo com outros fairmacos, essa enzima ¢ essencial no tratamento de
diversas neoplasias, com destaque para a leucemia linfoblastica aguda, especialmente em
criangas. Além disso, a L- asparaginase tem sido aplicada no tratamento de outras doencas
malignas, como doenc¢a de Hodgkin, leucemia mielocitica aguda, leucemia mielomonocitica
aguda, leucemia linfocitica cronica, linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma
(SHAFQAT et al, 2023, BATOOL, et al. 2016, BROME, 1963). Apesar de ser amplamente

utilizada na terapia antileucémica, seu uso ¢ frequentemente limitado por efeitos adversos
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relacionados a imunogenicidade. Como uma proteina de origem bacteriana, ela possui alto
potencial de desencadear respostas imunoldgicas em pacientes. Apos sua administragdo, a
enzima pode ser degradada por proteases lisossomais, como catepsina B e asparagina
endopeptidase, presentes em linfoblastos normais e leucémicos. Esse processamento
proteolitico aumenta a apresentacdo de antigenos e promove o desenvolvimento de anticorpos
anti-L- asparaginase, resultando em reacdes que variam de alergias leves a manifestacdes
sist€émicas graves, potencialmente fatais (RADADIYA et al., 2020; PATEL et al., 2009;
ASSELIN; FISHER, 2014; EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016).

Para minimizar esses efeitos adversos, diferentes formula¢des de L- asparaginase
foram desenvolvidas. Entre elas, destacam-se Erwinase e Rylaze, derivadas de Erwinia
chrysanthemi, e trés variantes obtidas de Escherichia coli. Dentre estas, uma ¢ a forma nativa,
enquanto as outras duas sdo versdes peguiladas, nas quais a enzima ¢ modificada com
polietilenoglicol (PEG). A peguilacdo tem como objetivo aumentar a meia-vida da enzima no
organismo e reduzir sua imunogenicidade, tornando-a uma opgdo preferencial em muitos
protocolos terap€uticos. No entanto, mesmo com essa modificacao, ainda sdo relatados eventos
adversos em alguns pacientes, como reagdes alérgicas e outros efeitos indesejados
(KHABADE; SIRIGIRI; RAM, 2024; KOPRIVNIKAR; MCCLOSKEY; FADERL, 2017).

Apesar de estar em uso clinico hd mais de quatro décadas, a L- asparaginase
continua associada a wuma série de efeitos colaterais, incluindo pancreatite,
hipercoagulabilidade, disfung¢do hepatica, neurotoxicidade e reacdes de hipersensibilidade.
Esses desafios tém impulsionado o desenvolvimento de variantes com perfis de toxicidade
melhorados, visando maior seguranca ¢ eficacia terapéutica (LUBKOWDKI; WLODAWER,
2021; SENGUPTA et al., 2024).

1.5 Enzima hASNasel

A hASNase ¢ uma L-asparaginase citoplasmatica caracterizada por uma
organiza¢cdo em dois dominios. O dominio N-terminal (hASNasel) esta localizado entre os
residuos 1 e 369 de uma proteina maior conhecida como lisofosfolipase, que possui 60 kDa e ¢
composta por 573 residuos de aminoécidos. Ja o dominio C-terminal, que se estende do residuo
370 ao 573, corresponde a uma sequéncia de repeticdes ankyrin, cuja fungdo permanece
desconhecida (KARAMITROS; KONRAD, 2014). No entanto, em diversas outras proteinas,

essas repeticdes foram associadas a mediagdo de interagdes proteina-proteina, desempenhando
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papéis importantes em processos de sinalizagdo celular (Figura 3). A hASNasel ¢ uma enzima
relativamente pouco estudada, uma vez que sua estrutura tridimensional ndo foi resolvida
experimentalmente e seus mecanismos de catalise e regulacao alostérica permanecem pouco
compreendidos. Sua denominagao esté relacionada ao fato de apresentar propriedades cinéticas
semelhantes as da L- asparaginase tipo Il de Escherichia coli (Ecll), incluindo comportamento
alostérico e parametros cinéticos caracterizados por valores baixos de Kcat ¢ Km na faixa
milimolar. Além disso, ensaios indicaram que a hASNasel possui regulagao alostérica positiva,
com coeficiente de Hill variando entre 2,5 ¢ 3,9 (KARAMITROS; KONRAD, 2014).

Figura 3 - Representagdo esquematica da estrutural da 60-kDa-lisofosfolipase, mostrando o

dominio N-terminal que possui atividade asparaginasica (hASNasel-residuos 1-369) e dominio
C-terminal composto de varias repeticoes de ankyrin (residuos 370-573).

Asparaginase = ﬂﬂH H
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Fonte: Adaptado de LETUNIC; BORK, 2018; LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015
<https://smart.embl.de/smart/show_motifs.pl?ID=Q86U10>

Dados experimentais mostram que a hASNasel possui alta afinidade pelo substrato
L-asparagina (Asn), com Km de 2.960 + 131 uM, valor que, embora elevado, ainda reflete uma
afinidade significativa (KARAMITROS; KONRAD, 2014). Para comparagdo, a L-
asparaginase tipo Il de Escherichia coli (Ecll), amplamente utilizada em terapia clinica,
apresenta um Km de 14,9 £ 1,3 uM, evidenciando uma afinidade muito maior pela Asn
(SCHALK et al., 2014). Embora ambas as enzimas possuam afinidade pelo substrato, o Km da
hASNasel ¢ aproximadamente duzentas vezes superior ao da Ecll, o que compromete sua
eficiéncia para hidrélise da Asn em concentracdes fisiologicas, que no sangue humano sao em
torno de 50 uM (SCHALK et al., 2014). Diante disso, o desenvolvimento de variantes da
hASNasel com Km na faixa micromolar surge como uma estratégia promissora para obter uma
L-asparaginase humana com aplicacdo clinica. Uma variante otimizada poderia oferecer
atividade terapéutica eficiente sem os riscos de imunogenicidade associados as enzimas

bacterianas atualmente utilizadas (NOMME et al., 2012).
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Outra propriedade cinética fundamental da hASNasel é o Kcat, que foi
determinado em 14,4 + 0,4 s!, um valor significativamente inferior ao observado para a Ecll
(48,9 = 0,6 s'). Esse parametro representa o nimero maximo de mols de substrato que uma
enzima ¢ capaz de converter em produto por unidade de tempo, refletindo sua capacidade
catalitica. Portanto, a hASNasel converte menos substrato em produto por mol de enzima em
comparagdo com a Ecll. Além disso, a constante de especificidade (Kcat/Km), que indica a
eficiéncia catalitica de uma enzima em baixas concentra¢des de substrato, ¢ de 0,005 s™' uM™
para a hASNasel e 4,4 s™' uM™" para a Ecll. Esses valores demonstram que a hASNasel possui
menor especificidade e eficiéncia catalitica em comparacdo com a enzima bacteriana
(SCHALK et al., 2014). Dessa forma, em sua forma nativa, a hASNasel nao ¢ adequada como

biofarmaco substituto devido a sua baixa eficiéncia enzimatica.

1.6 Mutacoes na hASNasel

Ha trabalhos na literatura mostrando, tanto a importancia de residuos do sitio
catalitico e alostérico, bem como trabalhos com variantes da hASNasel para realgar a atividade
catalitica (KARAMITROS; KONRAD, 2014; GUIMARAES; FROTA; LOURENZONI, 2021;
GUIMARAES 2019, 2024; PINHEIRO, 2024). A hASNasel possui um sitio catalitico
composto pelos residuos Thr19, Thr116, Aspl17 e Lys188, que se alinham com alta precisao
aos residuos cataliticos da Ecll (Thr14, Thr91, Asp92 e Lys163). Na Ecll, os residuos Thr14 e
Thr91 s3o nucleofilicos essenciais para a ligacao e catalise do substrato L-asparagina. Estudos
de mutagénese na hASNasel confirmaram a importancia desses residuos, pois as substitui¢des
T19A e T116A resultaram em perda completa da atividade enzimadtica, evidenciando seu papel
catalitico. Além do sitio catalitico, a hASNasel apresenta um sitio alostérico, onde os residuos
Glu266 e Ser327 interagem diretamente com o substrato L-asparagina. Esses residuos sdo
homologos a Arg240 e Val302 na Ecll (KARAMITROS; KONRAD, 2014) Todas as mutagdes
realizadas por Karamitros e Konrad (2014) resultaram em perda de atividade da hASNasel,
comprovando a importancia dos residuos estudados para a manutencao da atividade catalitica.

Embora a estrutura cristalografica da hASNasel ainda ndo tenha sido resolvida
experimentalmente, estudos in silico indicam que ela compartilha mais de 73% de identidade
de sequéncia com a gpASNasel, uma enzima de Cavia porcellus conhecida por sua alta

eficiéncia catalitica. Esses estudos também identificaram que as regides 1 e 2, e os residuos
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Asp84 e Asp87 (Figura 4), sdo criticos para o desempenho enzimatico da hASNasel
(GUIMARAES; FROTA; LOURENZONI, 2021).

Figura 4 - Representacio em A) Residuos 84 e 87 (em bastdo vermelho e laranja,
respectivamente) escolhidos para as mutacdes e em esferas as ASN dos sitios cataliticos e
alostéricos. B) Residuos do sitio catalitico em verde, e residuo 186 escolhido para a mutagdo.

» |

Asp84

Fonte: Elaborado pela autora.

Em trabalhos anteriores do grupo GEPeSS (Grupo de Engenharia de Proteinas e
Solugdes para a Saude), foram realizados estudos in silico para investigar os determinantes
estruturais da hASNasel, comparando-os com as enzimas de Escherichia coli (Ecll) e Cavia
porcellus (gpASNasel). O objetivo foi identificar fatores estruturais que pudessem explicar as
diferencas de atividade catalitica entre essas enzimas (GUIMARAES, 2019; GUIMARAES;
FROTA; LOURENZONI, 2021).

Com base nos resultados obtidos por Guimaraes (2019), foram propostas mutagdes
na hASNasel, que foram posteriormente estudadas in vitro. Essas muta¢des foram inseridas no
gene da hASNasel por meio de técnicas de mutagénese sitio-dirigida, e as variantes resultantes
foram expressos em sistema procariotico. A atividade enzimatica foi avaliada utilizando o
ensaio colorimétrico de Nessler, revelando variantes com atividades cataliticas superiores em
comparagio a enzima nativa (GUIMARAES, 2024; PINHEIRO, 2024). Além disso, os estudos
de Guimaraes (2024) e Pinheiro (2024) incluiram andlises in silico para compreender o impacto

dessas mutagdes nos sitios ativos da enzima.
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Resultados do trabalho de Pinheiro (2024), revelaram que todos as variantes
testadas, com exce¢do da variante 8, apresentaram atividade catalitica superior a da hASNasel
nativa. Dentre eles, a variante 4 demonstrou a maior atividade, sendo 52 vezes mais ativo que
a enzima nativa, mostrado no Quadro 1. Outras variantes também se destacaram, como a
variante 3, com atividade 19 vezes superior, e a variante 1, com atividade 17 vezes maior
(PINHEIRO, 2024).

No estudo de Guimaraes (2024), outras mutagdes foram avaliadas e apresentaram
resultados promissores. A variante 9 se destacou, exibindo uma atividade catalitica 50 vezes
superior a da enzima nativa (Quadro 1). Na discussdo desse trabalho, foi levantada a hipotese
de que essa mutagdo poderia ter eliminado o carater alostérico da enzima. Evidéncias in silico
indicaram que as moléculas de asparagina presentes no sitio alostérico mostraram instabilidade,
afetando também a estabilidade das asparaginas no sitio catalitico (GUIMARAES, 2024).
Quadro 1: Concentracao e atividade especifica de cada variante avaliada no trabalho de Pinheiro

(2024) e Guimaraes (2024). Evidenciando as variantes 4 ¢ 9 como as que resultaram em maior
aumento de atividade catalitica comparado a enzima nativa.

. ~ ~ Atividade | Comparacio
. ~ | Quantificacado | Concentracio ,
Enzima | Mutacio I Especifica com
(ng/mL) (uM) (U/mg) hASNasel
. 0,21 = A
hASNasel nativa 243,40 4,53 0.01 Referéncia
. 3,67 +
Variante 1 D8&7S 465,94 8,67 0.20 17 vezes
. 3,82+
Variante 3 D84N 349,04 6,50 0.18 19 vezes
: 10,87 +
Variante 4 D87N 321,87 5,99 015 52 vezes
: 10,48 +
Variante 9 | A186V 425,54 8,03 002 50 vezes

Fonte: Adaptado de Pinheiro (2024) ¢ Guimardes (2024). As proteinas foram quantificadas por fluorimetria
utilizando o Qubit™ 4, com os resultados expressos em ug/mL e convertidos para concentragdo molar (uM). A
atividade enzimatica (U/mL) corresponde a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de amonia por minuto,
a 37 °C. *O valor de 3,5 uM foi utilizado como referéncia para a normaliza¢do da concentragdo total de proteina
nas amostras submetidas ao ensaio de Nessler. A quantificacdo relativa da banda correspondente 8 hASNasel e
seus mutantes foi estimada em 0,55 pM. Os valores de atividade especifica sdao apresentados como média = desvio
padrio (D.P.) de experimentos realizados em triplicata.
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1.7 Dindmica molecular

A dinamica molecular (DM) ¢ uma metodologia computacional fundamental na
modelagem de sistemas biomoleculares, permitindo a simulagdo do movimento de 4tomos e
moléculas ao longo do tempo com base nas leis classicas da mecanica newtoniana (ALLEN;
TILDESLEY, 1987; FRENKEL; SMIT, 2002). Por meio de fungdes de for¢a que descrevem
interagdes interatdmicas (como ligacdes covalentes, for¢as de van der Waals e interagdes
eletrostaticas), a DM permite explorar o comportamento conformacional de biomoléculas em
resolugdo atomica (LEACH, 2001). Essa abordagem ¢ especialmente valiosa em contextos nos
quais técnicas experimentais, como cristalografia de raios X, RMN ou espalhamento de
néutrons, enfrentam limitagdes espaciais ou temporais (MCCAMMON; HARVEY, 1987). A
simulagdo computacional de proteinas em solvente, por exemplo, permite compreender
mecanismos dinamicos associados a fungao biologica, como o reconhecimento molecular entre
enzimas e seus substratos, variacdes conformacionais induzidas por ligacdo, e efeitos
alostéricos (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). Além disso, a DM possibilita a obten¢do de
dados quantitativos sobre estabilidade estrutural, e intera¢do intermolecular, contribuindo para
a validacgao e interpretagao de resultados experimentais.

Em um estudo enzimatico a DM se torna uma ferramenta interessante, para entender
como ocorre a aproximacdo entre enzima e substrato e as mudangas conformacionais
envolvidas nessa interagdo, pelos detalhes fornecidos sobre a estrutura tridimensional do
complexo, equilibrado com o solvente, facilitando o entendimento da ligacdo entre ambos
(KOLLMAN et al., 2000).

Os dados gerados na DM fazem parte de um conjunto de configuragdes (chamado
ensemble), na qual as propriedades (pressdo, volume, entropia, temperatura, energia interna,
energia livre) desses arquivos podem ser determinadas de acordo com o objetivo do estudo,
tudo isso tendo como base a mecanica estatistica (BRAUN et al., 2019; VAN GUNSTEREN;
DOLENC; MARK, 2008). Sendo assim, a DM permite, portanto, estudar a evolugao temporal
das configuragdes dos constituintes do sistema, e a partir das sequencias das posi¢des geradas,
determinar as propriedades macroscopicas do sistema, conforme os principios fundamentais de
mecanica estatistica. Nesse processo particulas que estavam inicialmente em uma posicao
movimentam-se sob influéncia de potenciais intermoleculares (VAN GUNSTEREN;
DOLENC; MARK, 2008).

Na DM, as moléculas sdo modeladas através de funcdes matematicas que

descrevem uma cole¢do de atomos conectados por forcas eldsticas ou harmoénicas. Tanto as
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forcas quanto os potenciais envolvidos, sdo expressos por equagdes matematicas que incluem
parametros especificos para simular deformagdes em ligagdes e angulos entre dtomos. Além
disso, atomos que ndo estao diretamente conectados também interagem entre si, exigindo um
potencial adequado para representar essas interagdes. Dessa forma, o conjunto de parametros
que define as interagdes entre os a&tomos, sejam eles ligados ou ndo, ¢ conhecido como campo
de forca. Como mostrado na Equagdo 5, por meio das equagdes de potencial, que empregam
diversos parametros do campo de forga, ¢ possivel calcular a energia potencial total, V, de um
sistema. Esse calculo ¢ realizado a partir da estrutura tridimensional (3D) do sistema, utilizando
as coordenadas cartesianas dos atomos (ALLEN; TILDESLEY, 2017; FRENKEL; SMIT,
2002).

A energia potencial total sobre um atomo (Equagdo 5) ¢ a soma de varios
componentes de potenciais nos quais o a&tomo esta envolvido, incluindo tanto interagdes entre
atomos ligados quanto ndo ligados. Para 4tomos ndo ligados, o potencial total resulta do
somatorio de outros potenciais, tais como: potencial entre &tomos ndo ligados que incluem as
interacoes eletrostaticas e de van der Waals (Equacdes 6 e 7). J& para dtomos ligados, os
potenciais sdo determinados por modelos que simulam comprimentos de ligagdes quimicas,

angulos e diedros torcionais (FORSTER, 2002).

1 2 1 2
W= ;Zligac;ées Kb(beq = b) + EZéngulos Ke(eeq =T 6) +

%Zforcées Ke[(l + cos (n¢)] +

¥ [A B Qf-Qj]
ares nio—ligadosi—j |.12 = &
p g J TU Tff DTU

)

Em um determinado momento (t), b ¢ o comprimento de ligagdo (instantdneo) que
representa o desvio em relagdo ao comprimento de equilibrio beg da ligagdo; 6 ¢ o angulo
instantaneo entre duas ligacdes quimicas consecutivas que descreve o desvio em relagao ao
angulo de equilibrio feq entre as duas ligagdes quimicas; Kb ¢ a constante de Hooke associada
a deformacao da ligacdo quimica especifica, e K@ ¢ a constante de Hooke para a restitui¢ao do
angulo de equilibrio (feq) entre as duas ligagdes quimicas, visto que as distancias de ligagdes e
as amplitudes dos angulos podem oscilar, considerando um modelo de oscilador harmdnico,
entre as posi¢cdes de deformagdo maxima e a posicdo de equilibrio; ¢ representa o angulo de
tor¢ao, e n ¢ a multiplicidade do angulo quando este passa por 360°. A ¢ B representam os
parametros de van der Waals, g representa as cargas parciais; rij ¢ a distancia entre os atomos i

e j (ALLEN; TILDESLEY, 2017; FRENKEL; SMIT, 2002).
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O potencial de Lennard-Jones (VvdW), descrito na Equagao 6, modela a interagao
de van der Waals, responsavel por interacdes de curto alcance. Interagdes eletrostaticas,
consideradas a longo alcance, sao modeladas pelo potencial de Coulomb (Velet), descrito na

Equacao 7.
.\ 12 .t (6)
= i (2} X
Voaw = % € [("'fj) (,ri;') ]

qiqj

- . I
elet 4)’!’808,-1‘!'}' (7)

Na Equagdo 6, oij ¢ a distancia finita entre os atomos i ¢ j, distdncia em que o
potencial entre atomos ¢ zero, sendo que €ij ¢ a profundidade do potencial entre a barreira
repulsiva e atrativa entre os 4&tomos i ¢ j. Esses sdo parametros ajustados por célculos tedricos
ou experimentalmente. Na Equacdo 7, Velet ¢ referente as interacdes eletrostaticas, rij
corresponde a distancia entre os atomos i e j com as cargas, gi € gj pontuais, &7 ¢ a constante
dielétrica relativa do meio e o a permissividade do espago livre. A partir disso é possivel se
obter a for¢a (Fi) exercida sobre cada d&tomo do sistema, por meio do calculo da derivada

primeira do potencial (V) (Equacdo 5) em relacdo a posi¢do (r) de cada atomo (Equagdo 8).

F. = — AV (ryrara.rN)
: Br,; (8)

Conhecendo entdo a for¢a (Fi) que atua sobre determinado 4tomo de massa
conhecida (mi), se faz possivel calcular a aceleracdo desse atomo (ai) no sistema através da

equagao de movimento de Newton (Equagdo 9) (ABRAHAM et al., 2015).

dzr,-
dt2 )

Fi(t) = mya; = m;.

Apos obter-se a aceleracdo, pode-se conseguir a mudanca da posic¢ao de cada dtomo,

usando algoritmos como o de Verlet (VERLET, 1967), que sdo utilizados para realizar a
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integracao das equacgdes de movimento. Na Equagdo 10, as posi¢des e aceleracdes dos atomos
no tempo ¢ sdo utilizadas para calcular r (7 - dt), posi¢ao no tempo anterior, e (¢ + df), a nova

posi¢ado, sendo df o intervalo temporal para evoluir o sistema.

r(t+dt) = 2r(t) - r(t — dt) + a(t)dt? (10)

Portanto, ao conhecer as posi¢des iniciais de cada d&tomo que compde o objeto de
estudo da Dindmica Molecular (DM), calcula-se as novas posi¢des em intervalos de tempo (dt)
sucessivos. Esse processo continua até que se obtenha a trajetoria dos atomos ao longo do
periodo total estimado para a simula¢do. Apds a conclusdo da simulacdo de DM, as posi¢des
dos 4tomos sdo registradas em arquivos de trajetoria, permitindo a posterior analise de aspectos
estruturais e energéticos relevantes.

Para obter a trajetoria completa de uma molécula em solugdo, é essencial seguir
algumas etapas. Primeiramente, deve-se preparar o sistema, estabelecendo a configuragdo
inicial na caixa de simulacdo. Em seguida, seleciona-se o campo de for¢a ideal para o sistema
em questdo, utilizando os parametros mais adequados para calcular as forgas atuantes sobre
cada atomo. Posteriormente, realiza-se a minimizag¢ao de energia com o objetivo de otimizar a
geometria das proteinas e reduzir os conflitos estereoquimicos entre as moléculas.

A etapa seguinte envolve a termalizacdo ou equilibragdo do sistema, buscando
atingir um estado termodindmico de interesse. Isso pode ser feito em um ensemble candnico
(NVT), onde se controla o nimero de atomos, o volume ¢ a temperatura, ou em um ensemble
isotérmico-isobarico (NPT) (ALLEN; TILDESLEY, 2017), no qual se controla o nimero de
atomos, a pressao e a temperatura (HUANG, 1987; BERENDSEN et al., 1995). Apos essa fase,
a trajetoria completa do sistema ¢ obtida por meio de simulag¢do, que pode ser realizada tanto
em ensemble NVT quanto NPT. Com a trajetoria completa, ¢ possivel proceder as analises

estruturais e energéticas do sistema.
1.8 Calculos de energia livre de ligaciao

Os calculos de energia livre buscam determinar as energias livres de sistemas
moleculares com base nos fundamentos da termodinamica estatistica. Para isso, utilizam
campos de forca e algoritmos consolidados de mecanica molecular, que descrevem tanto a

dindmica quanto a energética do sistema. Dessa forma, esses calculos incorporam, de maneira
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automatica, a flexibilidade tanto do ligante quanto do receptor (GAPSYS; DE GROOT, 2014;
HANSEN; GUNSTEREN, 2014).

Duas premissas podem ser consideradas quando se utiliza esse método de estudo:
(a) qual ¢ o modo de ligacdo? (ou seja, onde o ligante se liga ao receptor?) e (b) qual ¢ a forca
de ligacao? (energia livre de ligacdo). Como exemplo pode ser citado a questdo das enzimas,
em que a inibicdo enzimatica pode ocorrer por diferentes mecanismos. Em que um inibidor
pode se ligar ao sitio ativo da enzima, caracterizando a inibigdo competitiva, ou a um sitio
exo/alostérico, resultando em inibicdo ndo competitiva. Estudos cinéticos realizados para
investigar a redu¢do da atividade enzimatica em fun¢do de um inibidor fornecem parametros
como a constante de equilibrio de inibi¢ao (Ki) e a concentragdo inibitoria meia-maxima (IC50).
Esses dois parametros estao relacionados entre si no caso de inibi¢ao competitiva, sendo iguais
em condicdes especificas (AKKUS et al., 2022). A constante de equilibrio termodindmico Ki
e, portanto, IC 50 podem ser aproximadas a energia livre de ligagdo experimental do sistema

para os inibidores competitivos pela Equacao 11:

AAG = - RT In (ICs0 1ig1/IC50 1ig2) (11)

A diferenca de energia livre de ligagdo relativa entre dois inibidores competitivos,
representada por AAG, pode ser calculada a partir do potencial termodindmico. Dessa forma, ¢
possivel comparar as energias livres de ligagdo determinadas experimentalmente, com base nos
valores de IC50, e as calculadas teoricamente a partir de potenciais termodinamicos por meio
de métodos computacionais para séries de inibidores competitivos. Em razdo disso, diversos
esforcos tém sido direcionados ao desenvolvimento de estratégias que permitam prever, com
maior precisdo, as energias livres de ligacdo (AKKUS et al., 2022).

Um dos métodos mais precisos para estimar a energia livre, e afinidade de ligagao,
¢ a Mecanica Molecular de Poisson-Boltzmann com Solvatagdo da Area de Superficie
(MM/PBSA), o qual foi escolhido para esse estudo. Além disso o referido método ja foi utilizado
no estudo de enzimas, principalmente na busca de inibidores enzimaticos, contra doencas
humanas (KARAMI; JALALI; MIRZAIE, 2017; SAHA, JHA, 2023; YOUSAF; NAVID;
AZAM, 2022).
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1.9 Mecénica Molecular de Poisson-Boltzmann com Solvatacio da Area de Superficie

(MM/PBSA)

O método de Mecanica Molecular de Poisson-Boltzmann com Solvatacio da Area
de Superficie (MM/PBSA), calculam energias livres de ligagdo para macromoléculas
combinando calculos de mecanica molecular ¢ modelos de solvatagao continua. Este método
foi desenvolvido por Kollman e colaboradores no final dos anos 90 e tem desfrutado de grande
popularidade desde entdo, pelo fato de ser um dos mais precisos do que a maioria das fungdes
de pontuagdo de encaixe molecular e menos exigentes computacionalmente do que os métodos
de energia livre alquimica. O MM/PBSA tém sido amplamente utilizado em estudos
biomoleculares, como dobramento de proteinas, ligacdo proteina-ligante, interacdo proteina-
proteina etc. (GENHEDEN; RYDE, 2015; WANG et al., 2019). Como a energia livre de ligagado
¢ uma grandeza de estado, sua varia¢ao pode ser descrita por meio de um ciclo termodindmico,
no qual AGtotal é igual a zero (Figura 5), (VALDES-TRESANCO et al., 2021).

Figura 5 - Ciclo termodinamico para calculos de energia livre de ligacao. Exemplo esquematico
de como ocorre o processo de ligacdo entre uma proteina (em azul e cinza) e um ligante

(estrutura colorida em laranja, verde e amarelo) com base na variacdo da energia da energia
livre de ligagao.

[
%o

gas
AGbind

d e —>
S €

Fonte: Adaptado de VALDES-TRESANCO et al. (2021). LIG: ligante; REC: receptor; e COM: complexo. Bind:
Ligagdo; Gas: contribui¢do energética na fase gasosa (vacuo); [JGying: energia livre de ligagao total; [1G%ping:
energia livre de ligagdo no vacuo); [JGREC energia livre de solvatagdo do receptor [IGHC energia livre de solvatagdo
do ligante: JG“OM,;. energia de solvatagdo do complexo. Setas duplas: indicam a reagdo de ligacdo reversivel
entre a proteina e o ligante. Na parte superior, o sistema completo ¢ ilustrado no contexto termodinamico
(representado pela nuvem cinza). Na parte inferior o sistema completo ¢ ilustrado no contexto envolvendo a
contribuigdo energética na fase gasosa.
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O calculo de energia livre pelo método MM/PBSA pode ser definido de acordo com
a Equacao 12:

AGBind = GCOM — GREC — GLIG (12)

Onde a contribuicdo energética do complexo (COM), receptor (REC) e ligante
(LIG) ¢ dada conforme Equagao 13:

Por sua vez, AG bind também pode ser representado conforme Equacao 14:

AGypine= AH — T.AS (14)

O termo AH representa a entalpia de ligagdo, enquanto —TAS esta relacionado a
entropia conformacional gerada apo6s a interagdo do ligante ¢ o alvo. Ao desconsiderar o
componente entropico, obtém-se a energia livre efetiva, um parametro frequentemente
adequado para comparar as energias livres de ligacdo relativas entre ligantes relacionados
(VALDES-TRESANCO et al., 2021). O AH pode ser decomposto nos seguintes termos,

conforme a Equagdo 15:

AH= AEMM + AGsol (15)

A componente AEMM representa a contribuicao energética resultante da interacao
entre moléculas na fase gasosa, sendo calculada com base no campo de for¢ca empregado na
simulagio de DM (VALDES-TRESANCO et al., 2021). Como também inclui as energias
referentes aos comprimentos, angulos e tor¢des de ligagcdes, assim como as interagdes

eletrostaticas e de van der Waals, conforme a Equagao 16:

AEMM = (AEligag¢do + AEangulos + AEdiedros) + (AEelet+ AEvdW) (16)
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Ja o termo AGsol se refere soma da energia de solvatagdo polar e solvatagao apolar,

conforme a Equagdo 17:

AGsol = AGsolpolar + AGsolapolar (17)

Na equagdo, o componente polar estd associado a transferéncia de uma particula
carregada entre dois meios com diferentes constantes dielétricas (como vacuo e solvente), sendo
calculado por métodos como Poisson-Boltzmann (PB) ou Generalized Born (GB). Por outro
lado, o componente apolar esta relacionado a formagdo de uma cavidade no solvente para
acomodar o soluto. Esse processo envolve uma combinacdo de energias desfavoraveis,
decorrentes da ruptura das interacdes solvente-solvente, e energias favoraveis, resultantes das
interagdes entre o soluto e o solvente.

Atualmente, diversos programas estao disponiveis para realizar calculos de energia
livre com base no método MM/PBSA, entre eles g mmpbsa, GMXPBSA2.1, MMPBSA.py e
gmx_MMPBSA. Neste trabalho, foi utilizado o gmx MMPBSA (VALDES-TRESANCO et
al., 2021).

2 JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ uma preocupacao significativa de saude publica em todo o mundo, sendo
uma das principais causa de morte, segundo a OMS (2025). Entre os diferentes tipos de cancer,
as leucemias se destacam por sua gravidade, especialmente a leucemia linfoide aguda (LLA),
que afeta células sanguineas e medula 6ssea. Embora essa neoplasia possa ocorrer em qualquer
faixa etaria, é particularmente prevalente na infancia, representando cerca de 30-35% dos casos
de cancer pediatrico.

Atualmente, o tratamento da LLA depende de protocolos quimioterdpicos que
incluem a L-asparaginase, uma enzima amplamente utilizada para privar as células leucémicas
do aminoacido L-asparagina, essencial para sua sobrevivéncia. No entanto, a L-asparaginase
derivada de Escherichia coli tipo 11 (EcIl), amplamente empregada na pratica clinica, apresenta
limitagdes significativas, incluindo alta imunogenicidade e reagdes adversas graves.
Aproximadamente 60% dos pacientes tratados desenvolvem reagdes de hipersensibilidade,

resultantes da rapida neutralizacdo da enzima pelo sistema imunoldgico (AVRAMIS, 2012).
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Além das questdes relacionadas a seguranga, o acesso a L-asparaginase enfrentou
desafios no Brasil. O governo brasileiro enfrentou dificuldades para garantir o abastecimento
continuo desse medicamento essencial no Sistema Unico de Satde (SUS). O problema esteve
relacionado a dificuldade das pequenas empresas em obter o registro junto a ANVISA, devido
a complexidade do processo regulatorio. As grandes farmacéuticas, por sua vez, desistiram da
produgdo em razdo do baixo valor agregado do farmaco, o que agravou ainda mais a escassez
do produto no pais. Em resposta a essa situagdo, o Ministério da Saude lancou iniciativas para
fomentar a pesquisa e o desenvolvimento local de novas L-asparaginase, além da produ¢do do
produto cléssico de mercado, visando garantir o fornecimento continuo e explorar o
desenvolvimento de produtos inovadores e competitivos no mercado internacional.

Diante dos desafios associados a disponibilidade e aos efeitos adversos das L-
asparaginases bacterianas, o desenvolvimento de variantes da L-asparaginase humana
(hASNasel) tem sido considerado uma alternativa promissora para o cenario nacional. Embora
ndo solucione todas as limitacdes clinicas existentes, uma enzima de origem humana poderia
representar um novo produto local, com potencial para reduzir eventos adversos relacionados a
imunogenicidade, frequentemente observados com as enzimas bacterianas. No entanto, a
hASNasel apresenta eficiéncia catalitica inferior em sua forma nativa, o que restringe sua
aplicagdo clinica direta. Para contornar essa limitagdo, a engenharia de enzimas surge como
uma estratégia relevante, voltada a modificagdo de propriedades como eficiéncia catalitica,
especificidade de substrato e estabilidade, por meio de abordagens como design racional,
evolucao dirigida e design semirracional (DINMUKHAMED et al., 2021).

A bioinformatica e a biologia computacional desempenham um papel fundamental
nesse processo, permitindo a andlise e a otimizacdo de variantes enzimaticas com maior
precisdo. Técnicas de modelagem estrutural, simula¢des de dindmica molecular e calculos de
energia livre t€ém sido amplamente aplicadas para investigar a hASNasel e suas variantes,
visando identificar mutagdes que possam aumentar sua eficiéncia catalitica e reduzir sua
imunogenicidade (XIA, 2017; LUTZ; IAMURRI, 2018).

Diante desse cendrio, este projeto tem como justificativa analisar, por meio de
simulacdes de dindmica molecular, os determinantes estruturais e energéticos de variantes da
hASNasel que apresentaram atividade catalitica superior, conforme proposto por Pinheiro
(2024) e Guimaraes (2024). Além disso, serao realizados calculos de energia livre utilizando o
método MM/PBSA, comparando as variantes com a L-asparaginase de E. coli. Esse estudo

permitira avaliar como as alteragdes nos sitios de interacdo com o substrato e na estabilidade
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enzimatica impactam o desempenho da enzima, fornecendo subsidios para o desenvolvimento

de uma L-asparaginase humana com propriedades terapéuticas aprimoradas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, por meio de simulacdes de dindmica molecular e andlises, um
protocolo para avaliar os efeitos estruturais e energéticos de variantes de hASNasel,

identificando caracteristicas estruturais e energéticas que levam a aumentos de atividade.

3.2 Objetivos especificos

e Simular, através de Dinamica Molecular, as variantes mais promissoras, com relacao

a atividade enzimatica, para comparar com hASNasel.

e Realizar andlises estruturais para as variantes com base nas trajetorias provenientes

das simulagoes de DM;

e Realizar andlises estruturais e energéticas, por meio de céalculo de energia livre de

ligagdo, para a hASNasel, as variantes e a Ecll.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtenciao das estruturas das variantes estudados e definicao dos sistemas de estudo

Conforme descrito na se¢ao 1.6 da introducdo, as mutacdes analisadas neste estudo
sdo provenientes dos trabalhos de Pinheiro (2024) e Guimaraes (2024). Com base nos resultados
experimentais de Pinheiro (2024), as variantes 1 e 3 foram selecionados para analises estruturais
e energéticas. A variante 1 ¢ caracterizado pela substitui¢do do residuo aspartato (D) por serina
(S) na posi¢do 87 (D87S) (Quadro 1). A variante 3 apresenta a substitui¢do do residuo aspartato
(D) por asparagina (N) na posicdo 84 (D84N). Para isso, foi empregada a estrutura
tridimensional da hASNasel (Figura 6) previamente modelada por Guimaraes et al. (2021), na
qual os residuos especificos foram modificados in silico, utilizando o software PyMOL 1.7.4.5

(DeLano Scientific), para gerar as variantes da hASNasel. Tendo em vista que simulagdes de
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DM jé foram realizadas para o sistema hASNasel em meio aquoso i6nico, conforme o trabalho
de Guimaraes et al. (2021), o sistema de simulagdo das variantes D87S e D84N utiliza as
posigdes atomicas e as velocidades da configuragdo termalizada do sistema hASNasel. A tnica
alteragdo no sistema das variantes D87S e D84N, em relagao ao hASNasel, foi a modificagao
dos residuos relacionados & mutagdo proposta, mantendo as posi¢des atomicas tridimensionais
do sistema original para preservar um nimero similar de moléculas de dgua entre os sistemas.

A variante 4, descrito por Pinheiro (2024), embora ndo seja novamente simulado
neste estudo, serd submetido a andlises adicionais e comparacdes detalhadas com a Ecll e a
hASNasel. Essa variante ¢ caracterizada pela substitui¢do do residuo aspartato (D) por
asparagina (N) na posicdo 87 (D87N) (Quadro 1). O sistema previamente simulado sera
reanalisado de maneira mais aprofundada e robusta, visando explorar de forma abrangente seus
determinantes estruturais e energéticos.

Para a variante 9, estudado por Guimaraes (2024), a proteina com quatro moléculas
de asparagina nos sitios cataliticos foi obtida a partir do sistema previamente montado por
Guimaraes, que originalmente continha oito moléculas de asparagina, distribuidas entre os
quatro sitios cataliticos e os quatro sitios alostéricos. A variante 9 ¢ caracterizado pela
substitui¢do do residuo alanina por valina na posi¢do 186 (A186V) (Quadro 1).

O sistema ja simulado por Guimaraes para a variante 9 (A186V), contendo oito
asparaginas, sera submetido a uma nova avaliagdo, com uma abordagem mais detalhada e
criteriosa, visando investigar de forma abrangente seus aspectos estruturais e energéticos.

Portanto, trés sistemas foram simulados (Quadro 2). Os sistemas contendo as
variantes 1 e 3, que tiveram mutacdo inserida a partir do sistema hASNasel nativa foram
denominados de D87S e D84N, respectivamente. Esses sistemas contam com a presenga de
aminoacidos Asn nas posi¢des dos sitios catalitico e alostérico, totalizando 8 residuos de Asn.
O terceiro sistema foi construido para a variante 9, A186V, com quatro asparaginas somente
nos sitios cataliticos. Este foi denominado A186V-4ASN. Os sistemas hASNasel, D87N,
A186V e Ecll (previamente simulado por Guimaraes (2019)) ndo foram simulados neste

trabalho, mas serdo reanalisados para comparacdo com as variantes aqui estudadas.
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Figura 6 - Representacao da estrutura tetramérica da hASNasel. A) Representacdo esquematica
evidenciando a formacao dos dimeros A-D e B-C. B) Representacdao evidenciando os sitios
cataliticos (amarelo) e alostéricos (azul claro) em esferas.

A) sSCD
SAD
A scc
SAA
A g
J/ SAC
SCA B
SAB
SCB

Fonte: Guimaraes (2021). Legenda - mondmero A: preto; monomero B: vermelho; mondémero C: verde; mondmero
D: azul; esferas com atomos de carbono em amarelo: sitios cataliticos em cada mondmero; esferas com atomos de
carbono em azul claro: sitios alostéricos em cada mondomero; SC: sitio catalitico; SA: sitio alostérico. As cores
atribuidas a cada mondmero sdo as mesmas utilizadas nas curvas dos graficos de RMSD e PII, mantendo a
correspondéncia visual entre os mondmeros e suas respectivas analises.

4.2 Simulac¢ao de dinAmica molecular e definicoes dos sistemas

Com o objetivo de compreender os aspectos estruturais e energéticos das variantes
de hASNasel aqui estudados, eles foram submetidos a simula¢des de dindmica molecular,
permitindo uma analise detalhada de suas propriedades e comportamento em solugdo. Para
tanto, depois de realizados as mutagdes na estrutura tridimensional de hASNasel, e feito a
preparagao dos sistemas, seguiu- se para a minimizagdo de energia dos sistemas com as
variantes.

A preparagdo dos sistemas em solucdo aquosa e condi¢des salinas de Na+ e CL,
em quantidade para manter o sistema neutro estd descrito no (Quadro 2), juntamente com as
variantes de hASNasel, D87S, D84N e A186V, que foram submetidas no programa H++ (pH
7,4) (ANANDAKRISHNAN; AGUILAR; ONUFRIEV, 2012; GORDON et al., 2005; MYERS
et al., 2006) para verificar a protona¢do das histidinas. Os grupos N- e C- terminais de todas as
variantes foram definidos como carregados (-NH3+ e -COO-). Foi utilizado o pacote
GROMACS versao 2018 para realizar a minimizagao, as simulagdes de DM e as analises
subsequentes. As simulag¢des seguiram protocolos, que incluiram etapas de minimizacdo de

energia, termalizacdo e a fase de aquisi¢ao da trajetoria da DM.
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A minimizagdo de energia foi conduzida utilizando o algoritmo steepest descent
(ARFKEN; WEBER, 1985; MENZEL, 1960; MORSE; FESHBACH, 1953), com o objetivo de
aprimorar a geometria da proteina e diminuir a energia potencial total.

Posteriormente, foi realizada a termalizac¢do dos sistemas, que permite estabilizar a
temperatura do sistema em um valor desejado, garantindo uma distribui¢ao adequada de energia
cinética entre os atomos. Esta etapa foi realizada empregando simulagdes curtas e sucessivas,
em ensemble (conjunto) canonico (NVT), representado por nimero de particulas e volume fixos
e temperatura controlada, e em ensemble isotérmico- isobarico (NPT), no qual o nimero de
particulas ¢ constante e a pressdo e temperatura sdo controladas para convergir com o0s
parametros de referéncia. O protocolo de termalizacdo no ensemble NVT comeca com trés
etapas onde as posi¢des atOmicas da proteina sdo mantidas "congeladas", exceto para os
residuos trocados, que permanecem livres, juntamente com um residuo antes e um apos os
trocados, para evitar forgar a ligagdo peptidica. Depois disso, duas etapas no ensemble NPT sdo
realizadas, agora com restricdo de posi¢des atdmicas na proteina. Finalmente, uma etapa
adicional em NPT ¢ executada, mantendo a restri¢ao de posi¢ao apenas nas asparaginas dos
sitios cataliticos e alostéricos.

No primeiro ensemble NVT, foram realizados 5.000 passos, com cada passo tendo
a duracao de 0,0005 ps (dt). Nas duas etapas seguintes, também no ensemble NVT, foram
executados 10.000 passos, com dt = 0,001 ps na primeira etapa e dt = 0,002 ps na segunda,
assim como nas duas etapas subsequentes no ensemble NPT. Na terceira e ultima etapa, também
no ensemble NPT, foram utilizados 10.000 passos com dt = 0,002 ps. Posteriormente, foi
realizada a etapa de aquisicdo da trajetoria no ensemble NPT, que durou 300 ns para cada
sistema. Os parametros usados nas etapas de termalizagdo foram os mesmos empregados na
fase de aquisicdo de trajetdria, assim como os utilizados para o sistema da hASNasel nativa
simulado por Guimaraes (2019).

O programa GROMACS foi utilizado com os seguintes pardmetros para
termalizagdo e aquisicao de trajetoria dos sistemas: temperatura controlada em 310K pelo
algoritmo V-rescale (BUSSI, DONADIO, PARRINELLO, 2007) e pressdao mantida em 1 atm
usando o algoritmo de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984). O controle de pressao foi
realizado pelo método de Berendsen, com o integrador Leap-frog (HOCKNEY, GOEL,
EASTWOOD, 1974) e um raio de corte de 1,3 nm. O campo de forca utilizado foi o
GROMOS54a7 (SCHMID et al., 2011). Para manter a geometria da proteina e das moléculas
de 4gua, foram aplicados os algoritmos de restrigdo LINCS (HESS, 2008; HESS et al., 1997) e
SHAKE (VAN GUNSTEREN, BERENDSEN, 1977), respectivamente. Para manter o sistema
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neutro ¢ alcangar uma concentra¢do ionica de 0,15 M, de ions Na+ ¢ ions Cl-. Condigdes
periodicas de contorno foram aplicadas ao sistema. As correcdes para interagoes eletrostaticas
foram calculadas utilizando o método PME (ESSMANN et al., 1995).

As moléculas de dgua utilizadas foram do tipo SPC (BERENDSEN et al., 1981).
As trajetorias foram coletadas a cada 1000 passos. A caixa de simulacdo foi dodecaédrica, com
uma distancia de 1,8 nm entre as bordas da proteina e as arestas da caixa em todos os eixos,
preenchida com agua em modelo explicito. Os sistemas foram termalizados e, posteriormente,
submetidos a simula¢do de DM para a aquisi¢ao de trajetoria. Os dados obtidos foram plotados
em graficos, utilizando o programa OriginPro 9.0 (ORIGINLAB CORPORATION, 2007).
Quadro 2: Descri¢do dos sistemas variantes de hASNasel submetidos 8 DM, com a quantidade

de moléculas de agua e ions em cada sistema, além da identificagdo dos sistemas previamente
analisados, conforme a referéncia citada.

Nions

Sistema Descri¢ao Niguas
(Na'/CI)

Variante de hASNasel com 8 Asn, 1 em

DSAN cacrlz.i sitio C'fltjahtlco el ?m cada 50435 161/161
sitio alostérico, do tetramero.

Variante de hASNasel com 8 Asn, 1

D87S em cada’s%tlo catalltlczo e 1 em cada sitio 50435 161/161
alostérico, do tetramero.

Variante de hASNasel com 4 Asn, 1

A186V-4ASN 50431 165/161

em cada sitio catalitico do tetramero.

Sistemas previamente simulados Referéncia
hASNasel com 8 Asn, 1 em cada sitio L
hASNasel catalitico e 1 em cada sitio alostérico, do | (Guimaraes, 2019,
(ASPG-ASN-CAT-ALO) tetramero. 2021)
Variante de hASNasel com 8 Asn, 1
D87N ree re: re:
em cada’s%tlo catalltlcio e 1 em cada sitio (Pinheiro, 2024)
(MUT4-ASN-CAT-ALO) alostérico, do tetramero.
Variante de hASNasel com 8 Asn, 1 em
A186V iti it
cacrlg 51t110 cgtglltlco el em cada (Guimardes, 2024)
(Mut9-8asn) sitio alostérico, do tetramero.
L-asparaginase de E. coli tipo II (PDB
Ecll it
3eca) 0011}1.4 Asn emAcada sitio (Guimardes, 2019)
(ECOLI-ASN) catalitico do tetrdmero

Fonte: Elaborado pela autora. Estruturas simuladas na forma de tetramero. Cada sistema foi simulado por 300 ns.
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4.3 Root Mean Square Deviation

Para analisar as mudancas estruturais nas variantes, foi utilizado o programa gmx
rms do pacote GROMACS para determinar o Desvio Quadratico Médio Quadratico Médio
(DQMD ou RMSD — Root Mean Square Deviation) (Equacdo 18), entre as estruturas de
proteinas coletadas na trajetoria ao longo do tempo, com uma referéncia, que normalmente ¢ a
inicial. No calculo de RMSD para uma proteina, utilizam-se as posi¢des dos a&tomos da proteina
de referéncia em um tempo inicial tl, por exemplo, os atomos de carbono mais internos na
cadeia principal (&tomos de carbono alfa - Ca), como base para uma sobreposi¢do maximizada
das posig¢des cartesianas correspondentes das estruturas coletadas ao longo da trajetdria (N) no
tempo t2. Assim, gera-se uma curva de RMSD versus tempo de simulacdo, permitindo a anélise
da variagdo estrutural em comparag¢ao com a estrutura inicial, original, do sistema, ao longo do
tempo de dindmica molecular (DM). Considera-se a massa (m) do Ca, uma vez que os d&tomos
da estrutura da proteina de referéncia sao idénticos. O tempo inicial (t1) representa a estrutura
de referéncia no tempo t, enquanto t2 corresponde as estruturas coletadas ao longo da DM para

comparagoes, par a par de atomos. O tempo t2 varia ao longo do tempo total de DM.

| =

N 2
1
RMSD (t;,t,) = [MZmillr,-(tl) — i)
=1

(18)

Onde mi corresponde a massa do atomo i, ri (t) € a posi¢ao do 4&tomo i no tempo t
de referéncia, t1, e nos tempos posteriores, t2.

As curvas de RMSD representam a variagao estrutural da proteina em relacdo a
referéncia ao longo de toda a simulagcdo. O momento em que ocorre o equilibrio estrutural €
denominado teq (tempo de equilibrio). Apds esse ponto, as propriedades estruturais siao

calculadas, geralmente em forma de médias e desvios-padrao.
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4.4 Potencial de Interacao Interatomico

O programa gmx energy do GROMACS foi utilizado para calcular o Potencial de
Interagao Interatomica (PII) entre os 4&tomos do sistema ao longo da simulagdo, utilizando um
raio de corte de 1,3 nm. Este potencial ¢ calculado para pares especificos de &tomos pertencentes
a grupos distintos, e o valor total do PII ¢ obtido pela soma dos potenciais de Lennard-Jones,
que modela as interagdes de van der Waals, e do potencial de Coulomb, que descreve as
interacoes eletrostaticas entre particulas carregadas, conforme as Equagdes 7 e 8. Os PIIs podem
ser categorizados para representar potenciais intermoleculares, como, por exemplo, a interagdo
proteina-agua, proteina-proteina ou entre grupos de residuos. Nessas categorias, os potenciais
atomicos sdo agregados para resultar no potencial de interacdo entre os grupos de atomos
correspondentes, como os grupos de atomos que formam os residuos do sitio catalitico e os

atomos do substrato.

4.5 Calculo de energia livre de ligacio pelo gmx_ MMPBSA

O método de célculo de energia livre de ligacio MM/PBSA, foi empregado para
analise da hASNasel, das variantes D84N e D87S e da Ecll de E. coli, com o objetivo de
estimar a afinidade de ligacao entre a enzima e seu respectivo ligante de cada sitio catalitico.
Para essa anlise, foi empregado o software gmx MMPBSA (VALDES- TRESANCO et al.,
2021), que pode ser instalado como um pacote integrado ao programa GROMACS 2018
(BERENDSEN et al., 1995). Assim, as trajetérias geradas durante as simula¢des de DM dos
sistemas foram utilizadas como entrada para o gmx MMPBSA (VALDES-TRESANCO et al.,
2021).

O funcionamento do gmx MMPBSA ¢ organizado em trés etapas principais. A
primeira etapa, denominada preparacdo, consiste na geracdo das topologias e trajetérias
necessarias para os calculos, além de outros arquivos de entrada. Na segunda etapa, ocorre o
calculo propriamente dito, em que sdo estimadas as energias livres de ligacdo e, opcionalmente,
as contribuic¢des entrdpicas, com base nos modelos previamente definidos. Por fim, na etapa de
analise, os resultados sdo processados e organizados em um arquivo no formato CSV,

permitindo sua visualizacdo e interpretacdo. Esse arquivo pode ser facilmente importado e
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plotado em graficos por meio do software OriginPro 9.0. (ORIGINLAB CORPORATION,
2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise de RMSD e comportamento estrutural das variantes de hASNasel nos sistemas

D84N, D87S e A186V-4ASN

Em trabalhos anteriores realizados por membros do GEPeSS, foi possivel elucidar
através de estudos in silicos de determinantes estruturais em nivel atdomico, da enzima
hASNasel, bem como um melhor entendimento do mecanismo de catalise ¢ identificacao de
residuos chaves para alta atividade catalitica da mesma, que contribuiram para a proposi¢ao de
mutag¢des no trabalho de Pinheiro (2024) e Guimaraes (2024). Porém algumas das novas
mutagdes propostas nao foram avaliadas in silico, sendo analisadas nesse trabalho, as
caracteristicas estruturais e energéticas desses novos sistemas variantes. Para avaliar o RMSD
entre os atomos de carbono alfa (Ca) da estrutura de referéncia, inicial, em relagdo as estruturas
ao longo da DM das variantes D84N, D87S e A186V (no sistema A186V-4ASN), foram
calculados os perfis de RMSD, como mostrado na Figura 7. As estruturas de referéncia
utilizadas para comparagao foi a inicial da DM da hASNasel (Guimaraes; Frota; Lourenzoni,
2021), A186V (Guimaraes, 2024) e D87N (Pinheiro, 2024). Os perfis de RMSD revelaram que
as estruturas das variantes atingem o equilibrio por volta de 50 ns (tempo de equilibrio, teq) e
permanecem estaveis até o final da simulagao. Os valores médios de RMSD obtidos para cada
sistema estdo apresentados na Tabela 1.

Como ilustrado na Figura 7, as variantes D84N, D87S e A186V-4ASN apresentam
um crescimento suave nas curvas de RMSD até aproximadamente 50 ns, ponto definido como
o tempo de equilibrio (teq). A partir desse ponto, foram calculadas as médias de RMSD: 0,46
+ 0,03 nm para D84N, 0,46 + 0,05 nm, para D87S e 0,49 + 0,03 nm para A186V-4ASN. Em
uma andlise comparativa, observa-se que a variante A186V-4ASN apresentou um RMSD
médio maior em relacio & hASNasel, sugerindo que a auséncia das quatro moléculas de
asparagina nos sitios alostéricos desfavoreceu a estabilidade da estrutura. Por outro lado, a

variante A186V, com oito moléculas de asparagina (4 cataliticas e 4 alostéricas), mostrou um
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RMSD médio inferior ao da hASNasel, indicando maior estabilidade estrutural. Para as
variantes D84N e D87S, os valores médios de RMSD foram semelhantes aos da hASNasel,
com variagdes apenas nos desvios padrdo. Isso sugere que essas mutagdes nao causam
alteracOes significativas na estabilidade estrutural da enzima. No entanto, a variante D87N
apresentou o menor RMSD médio (0,42 + 0,02 nm), evidenciando um efeito positivo na
estabilidade estrutural da hASNasel.

Os RMSD mostram que as variantes permanecem em sua forma tetramérica ao
longo das simulagdes. Sendo uma caracteristica de hASNasel observada e descrita por outros
trabalhos (AVRAMIS, 2012; MICHALSKA; JASKOLSKI, 2006; SCHALK et al., 2014;
SWAIN et al., 1993).

Figura 7 - Curvas de RMSD entre as configuracdes estruturais das variantes de hASNasel em
agua, ao longo do tempo de simulagdo, comparadas com a estrutura de referéncia inicial.
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)
e Pinheiro (2024).
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Tabela 1: Médias e desvios padrao de RMSD calculados para as estruturas das

variantes de hASNasel, apos atingir teq.

ESTRUTURA RMSD (nm)
hASNasel 0,46 + 0,01
D87N 0,42 + 0,02
D84N 0,46 + 0,03
D87S 0,46 + 0,05
A186V 0,45+ 0,01
A186V-4ASN 0,49 £ 0,03

Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)
e Pinheiro (2024).

5.2 Analise dos PII dos residuos dos sitios cataliticos das variantes de hASNasel com os

respectivos substratos

A partir das simulagdes de dindmica molecular (DM), foi avaliado o potencial de
interagdo interatdmico (PII) entre os residuos do sitio catalitico e suas respectivas moléculas de
asparagina (Asn) nas variantes D87S, D84N e A186V. Os quatro sitios cataliticos, dos
monodmeros (A, B, C e D) foram monitorados separadamente, e os residuos constituintes do
sitio catalitico incluem Thr19, Thr116, Asp117 e Lys188.

Para o célculo do PII, foi aplicado um raio de corte de 1,3 nm em todos os sistemas,
garantindo a inclusdo dos quatro residuos do sitio catalitico e da respectiva molécula de Asn.
Os PII entre as curvas e entre todos os sistemas mostram enegias variando entre —80 kcal mol ~
!¢ ~5 kcal mol ~'. Enquanto a hASNasel mostrou potenciais que aumentam rapidamente € vao
a zero (Figura 8A), denotando saida da Asn do sitio, a variante D87N mostrou somente PII
abaixo de zero para todos os sitios ao longo da DM (Figura 8B). A Figura 8C apresenta as
curvas de PII para a variante D84N, o sitio A e B apresentam PII negativo que vai a zero ou

préoximo desse valor, causado pela mé orientagdo da Asn no sitio ou deslocamento completo.
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No caso da variante D87S (Figura 8D), a interagdo com a Asn no sitio mostrou ser nula a partir
de 170 ns, implicando em dissociag@o do substrato do sitio.

Ao comparar os sistemas D84N e D87S com a enzima nativa hASNasel (Figura
8A), foi possivel observar que as variantes apresentaram maior tempo de permanéncia das Asn
em seus respectivos sitios cataliticos. Em hASNasel, apenas o sitio B mostrou uma
acomodacgdo estavel da Asn, até 250 ns o que ¢ consistente com os dados relatados por
Guimaraes (2019). A variante D87N (Figura 8B), foi a Unica variante que manteve a
atratividade entre Asn e o sitio, enquanto as variantes D84N e D87S exibiram uma menor
estabilidade em suas interagdes com Asn, embora ainda tenham superado o desempenho da
enzima nativa. Foi observado que os sitios A e B s30 menos estaveis em relagdo a atra¢ao pelo
Asn que Ce D.

No sistema D84N (Figura 8C), foi observado que a Asn associada ao sitio catalitico
A se desloca para fora da regido catalitica ao longo da simulacdo, confirmado pela visualizacao
da trajetoria da Asn (Figura 9). Esse comportamento parece estar relacionado a proximidade do
residuo Asp87 que mantém a interacdo com Asn vista par hASNasel. Em contraste, no sitio D,
onde a Asn permaneceu no sitio, Asp87 estava mais afastada, sugerindo que a distancia com
Asn desempenha um papel crucial na estabilidade da interagdo Asn e o sitio catalitico (Figura
10).

O sistema D87S (Figura 8D) também exibiu um padrao de saida das Asn dos sitios
cataliticos, especialmente nos sitios C e D. No sitio C, em particular, a saida da Asn parece estar
diretamente associada a interagdo com o Ser87, como evidenciado na Figura 12B. Essa
interacao sugere que o Asp87 em hASNasel, mesmo apds a mutacao para serina, continua a
exercer atratividade pela Asn. J& para o sitio A, durante todo o tempo de simulacao a Asn desse
sitio segue afastada, como indicado na Figura 11.

Uma questao central deste estudo foi investigar se as mutagdes nos residuos 84 e
87 poderiam impactar a estabilidade das Asn nos sitios cataliticos. Estudos anteriores
(Guimaraes, 2021) demonstraram que esses residuos competem diretamente com os residuos
cataliticos pela ligacdo com as Asn. Os resultados de PII para os residuos 84 e 87 (Figuras 15 e
16) indicam que, de fato, ocorreram interagdes atrativas significativas entre esses residuos e as
Asn nos sitios cataliticos. No entanto, essas intera¢des ndo foram suficientes para comprometer
a ligacdo das Asn com os respectivos sitios cataliticos, como evidenciado pelos perfis de PII.

Para a variante A186V-4ASN (Figura 8E), o perfil de PII revelou curvas de PII
distintos entre (A, D) e (C, B). As curvas mostram PII oscilando ao redro de ~—40 kcal mol ! para

C e B enquanto as Asn abandonam o sitio catalitico com potenciais oscilando ao redor de zero. No
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caso de A186-4ASN os sitios A e B, mantiveram PII proximo de zero e C e D foram a zero em ~200
ns. Esses resultados indicam que a auséncia das quatro moléculas de Asn nos sitios alostéricos da
variante A186V-4ASN compromete a estabilidade do sitio e interfere na interagao atrativa com Asn.
Em comparagdo com a A186V, as 4 moléculas de Asn no sitio alostérico (Figura 8E), mostrou que
a presenca dessas Asn favoreceu a acomodacao do substrato nos sitios B e C, garantindo posi¢ao
estavel no sitio das Asn. Também revelou que os sitios de um dimero B e C podem estar ocupados
enquanto o outro rapidamente dispensa a Asn.

No trabalho de Guimardes (2024), foi desenvolvido uma variante da hASNasel
com base em uma andlise filogenética, resultando na substitui¢do A186V, localizada proxima
ao sitio alostérico da enzima. A expectativa inicial ¢ que esse residuo, presente em ancestrais
da enzima, seja responsavel por estabilizar o sitio alostérico e conferir alta atividade catalitica
para a enzima. Os resultados experimentais confirmaram que essa mutagdo conferiu uma
atividade especifica 50 vezes maior para a variante em comparagdo com a enzima nativa
(GUIMARAES, 2024). As anélises in silico para essa variante revelaram que, em alguns sitios
alostéricos, as interagdes com as Asn alostéricas foram praticamente inexistentes, com algumas
dessas moléculas sendo expulsas dos sitios. Esse achado diferiu do observado para hASNasel,
onde as Asn alostéricas permanecem adequadamente acomodadas. Ao comparar os sitios
alostéricos com os cataliticos, observou-se que, enquanto os residuos de Asn nos sitios
cataliticos permaneciam bem- posicionados e estaveis, os residuos de Asn nos sitios alostéricos
do mesmo mondmero apresentavam deslocamento ou auséncia completa. Esses achados
sugerem uma possivel perda do alosterismo da enzima, uma vez que, nessa variante, as Asn
alostéricas ja ndo se mantinham estdveis em seus respectivos sitios (GUIMARAES, 2024).

Diante dessa observagao, foi levantada a hipotese de que a variante A186V poderia
apresentar maior estabilidade na auséncia das Asn alostéricas, o que justificou o estudo do
sistema A186V- 4ASN, no qual as Asn alostéricas foram removidas. Os resultados das
simulagdes ndo foram favoraveis a essa hipdtese. As andlises do potencial de interagdo
revelaram que a remoc¢ao das Asn alostéricas impactou negativamente as interagdes nos sitios
cataliticos, especialmente nos sitios B e C, os mesmos que, na variante A186V original,
apresentavam os maiores potenciais de interagdo. A auséncia das Asn alostéricas parece ter
comprometido a capacidade da enzima de manter as Asn cataliticas adequadamente
posicionadas, resultando em uma perda de estabilidade e eficiéncia de ligacao. Esses achados
demonstram que a remoc¢ao das Asn alostéricas ndo conferiu a estabilidade esperada ao sistema,

mas, pelo contrario, prejudicou sua funcionalidade. Isso destaca a importancia da comunicagdo
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entre os sitios alostéricos e cataliticos na hASNasel e refor¢a a complexidade de seu mecanismo

alostérico.

Figura 8 - Curvas de PII entre os residuos dos sitios cataliticos nos mondmeros (A, B, C,D) e a
Asn residente nesses sitios em cada estrutura simulada. A) hASNasel, B) D87N, C) D84N, D)
D87S, E) A186V e F) 186V-4ASN.
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)
e Pinheiro (2024).
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Figura 9 - Sistema D84N, representa¢do em bastao do sitio catalitico do mondmero A e residuos
84 e 87 (em preto), na estrutura secundaria representada em fita, nos tempos A) 47 ns, B) 84 ns
de DM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10 - Sistema D84N, representagdo em bastdo do sitio catalitico do mondmero D e dos
residuos 84 e 87 (em azul), na estrutura secundaria representada em fita, nos tempos A) 55 ns,
B) 188 ns de DM.
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Fonte: Elaborado pela autora.



50

Figura 11 - Sistema DS87S, representagdo em bastdo do sitio catalitico do mondmero A e
residuos 84 e 87 (em preto), na estrutura secundaria representada em fita, no tempo 105 ns.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12 - Sistema D87S, representacdo em bastdo do sitio catalitico do monémero C e
residuos 84 e 87 (em verde), na estrutura secundaria representada em fita, no tempo A) 44 ns e

B) 142 ns.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 Analise de PII dos residuos dos sitios alostéricos das variantes de hASNasel com os

respectivos substratos

A analise do potencial de interagdo interatdomico (PII) para os sitios alostéricos das
variantes D84N, D87S e D87N sdo apresentadas na Figura 13. As curvas mostram atratividade
entre os residuos do sitio alostérico e as Asn, com excecao de D87N, a hASNasel e outras
variantes mostram que Asn, em alguns sitios, alcancam zero ou variam muito préximo. Entre
as variantes com interacdo atrativa, PII varia -30-35 kcal mol —! , enquanto para D87N as
energias sdo ligeiramente mais baixas. Comparando as curvas de PII entre Asn do sitio catalitico
(Figura 8) e do Asn com sitio alostérico (Figura 13), sugere uma correlagdo entre os momentos
que a Asn no sitio alostérico apresenta PII préximo ou zero, ou seja, em posi¢ao desfavoravel
a estabilizacao local e, por consequéncia, alteracao na posi¢ao de Lys188 a subsequentemente
saida do sitio catalitico da Asn com PII > = 0. Curiosamente, a variante A186V revela que a
Asn no sitio alostérico tem uma tendencia de se fastar e sair do sitio, com mostra as curvas para
os mondmeros B e C. Esses monomeros mostraram os PII entre residuos do sitio catalitico e
Asn mais estdveis entre as variantes, sugerindo que o distanciamento das Asn nos sitios
alostérico beneficiam a estabilidade de Asn no sitio catalitico.

Um exemplo de correlagdo sugerida pode ser observado no sistema D87S,
identificada entre a instabilidade da posi¢do da Asn do sitio catalitico C e o sitio alostérico C.
A saida da Asn do sitio catalitico C, apds aproximadamente 150 ns (Figura 14B) mostra
diferenca na posicdo da Asn (Figura 14 A) em 65 ns, coincidiu com a saida da Asn do sitio

alostérico C (Figura 8B).
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Figura 13 - Curvas de PII entre os residuos dos sitios alostéricos nos mondémeros (A, B, C, D)
e a Asn residente nesses sitios em cada estrutura simulada. A) hASNasel, B) DS7N, C) D84N,
D) D87S, E) A186V.
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)
e Pinheiro (2024).
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Figura 14 - Sistema D87S, representacdo em bastao do sitio alostérico do monoémero C (em
verde) e respectivos substratos (em laranja), na estrutura secundaria representada em fita, no
tempo A) 65 ns e B) 142 ns.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Analise de PII do residuo 84 com as Asn nos sitios cataliticos, nas variantes D84N,

D87S, A186V e A186V-4ASN

As curvas de PII para a variante D84N (Figura 15) revelam interagdes atrativas
entre o residuo na posicao 84 das cadeias A, B, C e D e as respectivas moléculas de Asn nos
sitios cataliticos. A mutacdo D87N revela duas regides energéticas bem definidas para os
mondmeros A ¢ C em interacdo da Asp87 com a Asn. Da mesma forma, essas diferencas
energéticas sao observadas para as outras variantes, com menor defini¢do e variando o PII para
valores mais ou menos atrativos.

No caso da Asn84 (um residuo polar mas nao carregado como a Asp) em interagao
com a Asn, na cadeia A, a interagdo ¢ de curta duragao, com um minimo em aproximadamente
-20 kcal mol™! até ~95 ns, seguido a zero, causado pela saida da Asn do sitio, confirmado pela
inspe¢do visual na Figura 9. Na cadeia B, a interacdo permanece atrativa e estavel ao longo de
toda a simula¢io (300 ns), com valores médios em torno de -19 kcal mol™! e baixas flutuagdes,
refletindo uma ligagdao mais atrativa. Na cadeia C, a interacao atrativa ¢ mantida até ~120 ns,
com minimos de até -15 kcal mol™!, mas desaparece apds esse periodo. J4 na cadeia D, as os PII
oscilam entre valores positivos e negativos, denotando interacao fraca com a Asn. A Figura 8
mostrou que essa Asn estd bem posicionada no sitio catalitico, revelando que essa condigdo nao

favorece a interagao com a Asn84.
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Na variante D87S (Figura 15D), as interagdes atrativas entre o residuo 84 ¢ as Asn foram mais
fracas e menos consistentes. Ao comparar as variantes D84N e D87S com a hASNasel (Figura
15A), observa-se que a Asn84 apresenta maior duracao na interagdo atrativa com a Asn devido
estd mais proxima, enquanto na hASNasel essas interagdes atrativas ocorrem mais no inicio
com a Asn dissociando do sitio. Curiosamente, esperava- se que a mutacdo D84N reduzisse a
interagdo com a Asn no sitio catalitico, facilitando a entrada e manuten¢@o da Asn no sitio. No
entanto, isso ndo comprometeu a fungao catalitica para o monomero D, uma vez que o PII do
sitio catalitico apresentou curvas com baixo PII, indicando um efeito positivo da mutagao.
Resultados semelhantes foram observados para a variante D87N (Figura 15B) mondmeros B e
D, no qual o residuo 84 contribui para a retengdo da Asn proximo ao sitio catalitico, em
interacao com a Asp84.

As andlises de PII do residuo 84 foram estendidas as variantes A186V ¢ A186V-
4ASN. No A186V (Figura 15E), o residuo 84 das cadeias A, B e C interage com suas
respectivas Asn, enquanto na cadeia D a interag@o ¢ ausente. No A186V-4ASN (Figura 15F),
o residuo 84 interage com as Asn, especialmente nas cadeias A e B, que apresentaram interagdes
atrativas mais intensas. E importante destacar que, nas variantes A186V e A186V-4ASN, as

mutagdes sdo proximas ao sitio alostérico.



Figura 15 - Curvas de PII entre os residuos 84 nos mondmeros (A, B, C, D) e as respectivas
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)

e Pinheiro (2024).
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5.5 Analise de PII do residuo 87 com as Asparaginas, nas variantes D84N, D87S, A186V
e A186V-4ASN

A variante D87N (Figura 16B) assim como D87S mostra que ndo ha interacao da
Asn com os residuos Asn87 e Ser87 nessas variantes, ou seja, se a Asn sair do sitio ndo estd
fazendo interagdo com esses residuos. Essa observagdo ¢ ratificada pelas curvas de PII entre
Asn e sitio catalitico (Figura 8) as muta¢des nessa posi¢ao ajudam a estabilizar Asn nos sitios
cataliticos, pois permaneceram inseridas por mais tempo, diferente do observado em D84N,
onde a Asn para mondmeros A e B interagem com a Asp87.

Na variante A186V (Figura 16E), apenas o Asp87 da cadeia A estabeleceu uma
interagio atrativa significativa com a Asn, com amplitudes de até ~-43 kcal mol!. Nesse caso
a Asn saiu do sitio e permaneceu ligada a Asp87. Nas outras trés cadeias, o residuo 87 ndo
apresentou interacdo com o substrato. Vale destacar que essa interacdo na cadeia A parece ter
afetado a ligacdo da Asn ao sitio catalitico, pois o PII catalitico indicou uma redugdo na
interagdo do substrato com o sitio. Por fim, na variante A186V-4ASN (Figura 16F), apenas o
residuo 87 da cadeia B mostrou interagdo com a Asn, com amplitudes na curva atingindo ~-14

kcal mol!. As demais cadeias ndo apresentaram interagdes significativas.



Figura 16 - Curvas de PII entre os residuos 87 nos monomeros (A, B, C, D) e as respectivas
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados para hASNasel, A186V e D87N foram obtidos de Guimaraes (2019, 2024)
e Pinheiro (2024).
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5.6 Analise de PII do residuo 186 com as asparaginas alostéricas, nas variantes D87N,

D84N, D87S, A186V e hASNasel

Na hASNasel (Figura 17A), as interagdes atrativas entre o residuo 186 ¢ as Asn
alostéricas sdo fracas. Apenas nas cadeias C e D sdo observados breves minimos que
representam interagdo atrativa, aproximadamente -10 kcal mol™.

Na variante D87N (Figura 17B), foram identificadas interacdes breves entre o
residuo 186 da cadeia A e a Asn alostérica, com amplitudes de ~-7 kcal mol™'. J4 nas cadeias B
e C, as interagdes foram predominantemente repulsivas, com amplitudes de ~3 kcal mol™'. Para
a variante D84N (Figura 17C), as intera¢des do residuo 186 com as Asn alostéricas foram nulas
nas cadeias A e C, com as curvas mantendo-se proximas de zero. Na cadeia B, observaram-se
flutuagdes que alternaram entre interagdes atrativas (~-10 kcal mol™) e repulsivas (~3 kcal mol-
1. Na cadeia D, até aproximadamente 80 ns, nio houve interagio, mas a partir de ~110 ns, o
residuo 186 estabeleceu uma interagdo atrativa com a Asn, com minimos de até -15 kcal mol™.
Na variante D87S (Figura 17D), o residuo 186 das cadeias A ¢ D ndo apresentou interacao
significativa com as Asn alostéricas, mantendo perfis de interagdo proximos de zero. Na cadeia
C, houve uma breve interagao atrativa até ~125 ns. Ja na cadeia B, a interacao inicial foi fraca,
mas ap6s 150 ns, observou-se uma interagdo atrativa com amplitude de ~-15 kcal mol'.

Na variante A186V (Figura 17E), ndo foram detectadas interagdes entre o residuo
186 e as Asn alostéricas em nenhuma das cadeias, com as curvas mantendo-se em perfil nulo
ao longo de toda a simulacdo. Esse comportamento ¢ consistente com resultados anteriores para
esta variante, onde foi relatado que a mutacdo A186V favoreceu a expulsdo das Asn dos sitios
alostéricos, estabilizando- as nos sitios cataliticos. De maneira geral, os resultados indicam que,
em todos os sistemas, o residuo 186 apresentou interagdes fracas com as Asn alostéricas,

sugerindo uma baixa afinidade dessa regiao pela Asn.



Figura 17 - Curvas de PII entre os residuos 186 nos monomeros (A, B, C, D) e as respectivas

Asn alostéricas. A) hASNasel, B) D87N, C) D84N, D) D87S, E) A186V.
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5.7 Analise de PII da lisina 188 com as asparaginas cataliticas, nas variantes D87N,

D84N, D87S, A186V, A186V-4ASN e hASNasel.

A andlise do PII para o residuo Lys188 em hASNasel (Figura 18A) mostrou PII
que possibilita atragdo entre Asn e o sitio catalitico B, aproximadamente -15 kcal mol™'. Nos
demais sitios cataliticos, ndo foram observadas interacdes significativas. A mutagdes na posi¢ao
87, D87N e D87S (Figuras 18 B e D) mostraram interagdes atrativas em maior nimero de
mondémeros que a hASNasel, como resultado de manutencdo da Asn no sitio catalitico,
mantendo a proximidade com a Lys188. Esse fato ¢ realgado em D84N (Figura 18C) curva D,
onde comparando com Figura 8D, que apresenta PII entre a Asn e sitio catalitico, mostra
periodos idénticos de redug@o de PII. Os PII entre 150-200 ns chegam a um minimo de -70 kcal
mol! (Figura 8C), enquanto um mesmo decréscimo, no mesmo periodo, ¢ observado na Figura
18C, em mondmero D, ~- 17 kcal mol™.

A variante A186V (Figura 18E) apresentou interacdes entre Lys188 e Asn nos sitios
B e C. No sitio B, a interacao foi estavel ao longo dos 300 ns, com amplitudes atrativas (~-17
kcal mol!) e breves picos repulsivos (~7 kcal mol™). No sitio C, a interagiio foi mantida até
~190 ns, com pico de ~-10 kcal mol!. Nos sitios A e D, as intera¢des foram nulas. Isso foi
observado anteriormente, a mutacao estabilizou a posi¢dao de Lys188, mantendo-o orientado ao
substrato que permaneceu no sitio nesses dois monomeros. No caso da variante A186V-4ASN
(Figura 18F), a Lys188 do sitio D formou interagdes com Asn, com potenciais atrativos (~ -25
kcal mol!) e repulsivos (~10 kcal mol™), mas apenas até ~126 ns. No sitio C, foi observado
picos de curta duragdo de interagdo repulsiva (~10 kcal mol ™). As interagdes repulsivas nesses
casos sdo indicativos que a Asn estd rotacionado no sitio orientando os grupos amoénio do
aminoacido em dire¢do ao da Lys188 e quando atrativo o grupo carboxila da Asn estd mais
proximo.

Ao comparar esses dados com o PII dos sitios cataliticos, fica evidente a
importancia da Lys188 na fun¢do catalitica e revela que a Asn rotaciona no sitio, em fung¢ao da
observac¢ao de PII positivos alternado com negativo. Os sitios com maior potencial de interagao
catalitica coincidem com aqueles onde Lys188 forma interagdes atrativas, reforgando seu papel
como um residuo-chave no mecanismo de catalise. Esses achados estdo de acordo com
Guimaraes (2021), que relatou que a presenca da Asn ¢ fundamental para manter a posi¢do da

Lys188 e promover a rea¢ao no sitio catalitico.
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Figura 18 - Curvas de PII entre os residuos 188 nos monoémeros (A, B, C, D) e a Asn residente
nesses sitios em cada estrutura simulada. A) hASNasel, B) D87N, C) D84N, D) D87S, E)

A186V e F) A186V-4ASN.
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5.8 Analise de energia livre de ligacao

5.8.1 Ecll de E. Coli

A Ecll ¢ a enzima usada comercialmente com 6timas constantes cinéticas kcat (48,9
+ 0,6 s') e Km (14,9 £ 1,3 uM) (SCHALK, 2014) para utilizagdo em canceres leucémicos
LLA. Portanto, ¢ importante gerar os dados de energia livre de Ecll para comparagdo com os
de hASNasel (kcat=14,4+ 0,4 s™' ¢ Km ~2980 uM).

Na Ecll de E. coli, a analise de energia livre de ligacao (Figura 19A) mostrou que,
no mondmero A com a Asn, a curva de energia se manteve ao longo dos ~300 ns, apresentando
valores de afinidade que variam de ~ -7 kcal mol™! (final da DM) a ~ 35 kcal mol™! indicando
na regido do AG negativo com um valor que pode ser um bom balizador para comparagdo com
hASNasel e variantes. O AG negativo indica que a Asn estabelece ligagdo mais apropriada com
residuos do monomero, favorecendo sua permanéncia no sitio catalitico. Em concordancia com
as analises de PII descritas por Guimaraes (2019), o sitio catalitico A apresentou interagdes
fortemente atrativas com a Asn. A média do AG de ligacdo para este complexo foi de 10,42 +
7,12 keal mol™!, assim como para os outros mondmeros que mostra que a 4gua esta presente no
sitio e tem papel importante, como visto na Figura 1A, apoiando o modelo de reacdo em
enzimas hidrolases que precisa da 4gua para o ataque nucleofilico.

No mondmero B, a interacdo com a Asn foi observada até ~200 ns. Nos 50 ns
iniciais, os valores de energia foram predominantemente negativos (~ -10 kcal mol™), refletindo
interagdes energeticamente estaveis. No entanto, apds esse periodo, a curva apresentou valores
de AG positivos, sugerindo uma possivel mudanca conformacional que afetou as interagdes. A
partir de ~200 ns, a curva atingiu zero, causado pela dissociagdo do complexo. Os resultados
de PII descritos por Guimaraes (2019) reforcam essa observacdo, mostrando que a Asn se
dissocia do sitio catalitico B apods esse tempo. A média do AG de ligacdo para este complexo
foi de 7,84 + 8,89 kcal mol™.

Para o monoémero C, a curva de energia livre de ligagdo apresentou grandes
flutuagdes, variando entre ~ -20 kcal mol™” e ~ 30 kcal mol”, devido uma instabilidade nas
interagdes entre a Asn e os residuos do monomero. Esses achados sugerem que a Asn ndo
encontra uma posi¢cdo favoravel para manter interagdes estaveis. Andlises de PII descritas por
Guimaraes (2019) mostraram que a Asn ndo apresenta interagdes significativas com o sitio

catalitico deste mondmero, sugerindo que as energias de ligacdo observadas podem estar
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associadas a ligacdo com outros residuos. A média do AG de ligagdo para este complexo foi de
0,28 + 8,21 kcal mol'. No monémero D, a curva de energia livre de ligagdo indicou interacdes
apenas até ~175 ns, com valores de AG variando de ~ -5 kcal mol™' a ~ 50 kcal mol™'. Entre ~50
ns e ~170 ns, a curva mostrou um perfil energético relativamente estavel, sugerindo que a Asn
mantém interacdes consistentes com os residuos do sitio catalitico. Esses achados sdo
consistentes com as analises de PII de Guimaraes (2019), que demonstraram interagdes atrativas
entre a Asn e o sitio catalitico D. No entanto, apds ~175 ns, o perfil de energia foi reduzido a
zero, causado pela dissociagdo do complexo. A média do AG de ligagao para este complexo foi
de 6,43 + 7,51 kcal mol™.

Em resumo, os achados de energia livre de ligagao sdo consistentes com as analises
de PII obtidas na DM. O mondémero A mostrou o complexo mais estavel € com maior tempo
de residéncia da Asn, enquanto as ligagdes entre o sitio do mondmero-Asn mondmeros B-AsnB
e D/AsnD apresentaram menor tempo de permanéncia do substrato. Por outro lado, o
monodémero C-AsnC evidenciou uma ligagao instavel, com flutuacdes significativas nos valores

de energia.

5.8.2 hASNasel

Em todos os sistemas, a energia livre de ligagdo foi calculada para os quatro
monodmeros da proteina e suas respectivas Asn nos sitios cataliticos. Na hASNasel (Figura
19B), a analise do mondmero A revelou que a energia livre de ligagdo permaneceu praticamente
nula, com a curva oscilando proxima de zero, o que indica auséncia de ligacao significativa
entre a Asn e o mondmero. Esses resultados sdo consistentes com a analise de PII descrita por
Guimardes (2019), que mostrou que a Asn se dissocia do sitio catalitico A, ndo formando
interagdes estaveis.

No mondémero B, os valores de energia livre de ligagdo variaram entre
aproximadamente ~ -5 kcal mol™! e ~ 47 kcal mol !, refletindo ligagdes mais significativas entre
a Asn e os residuos do mondmero. A média do AG de ligagdo foi de 10,92 + 8,49 kcal mol,
efeito de uma afinidade relativamente maior em comparacao com os outros mondmeros. Esses
achados sdo consistentes com os dados de PII de Guimaraes (2019), que mostraram que o sitio

catalitico B € o que apresenta interacdes atrativas mais fortes com a Asn.
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Para o monomero C, a energia livre de ligagdo foi perceptivel apenas até ~120 ns,
com valores que oscilaram entre ~ -6 kcal mol™! e ~ 44 kcal mol™!, resultando em uma média de
AG de ligagdo de 5,04 + 7,59 kcal mol™'. O curto tempo de interagio sugere que a Asn se
dissocia rapidamente do monomero, comportamento confirmado pelas anélises de PII, onde a
Asn mostrou interagdes atrativas fracas com o sitio catalitico (Guimaraes, 2019).

No mondémero D, os primeiros ~50 ns apresentaram flutuagdes na energia livre de
ligacdo, com valores variando entre ~ -5 kcal mol™ e ~ 33 kcal mol™. Apds esse periodo, a
energia livre estabilizou-se em zero, causado por uma dissociacdo do complexo. Esse
comportamento esta em acordo com os resultados de DM e PII relatados por Guimaraes (2019),
que demonstraram que a Asn rapidamente se afasta do sitio catalitico D. A média do AG de
ligacdo para este complexo foi de 0,90 + 3,55 kcal mol™'.

De forma geral, os resultados de energia livre de ligagdo corroboram os achados
das andlises de PII e de distancias entre grupos em simula¢des de DM, destacando que apenas
o sitio B mantém a Asn ligada por um periodo mais longo, enquanto nos outros trés sitios (A,

C e D), a Asn se dissocia rapidamente, refletindo interagdes fracas e instaveis.

5.8.3 Variante A186V

A analise de energia livre de ligagdo da variante A186V (Figura 19C) revelou curva
de AG ao longo do tempo de DM para mondmero A com Asn, a curva de AG variou entre
aproximadamente -7 kcal mol™! e 43 kcal mol!, indicando varia¢des na capacidade de ligacio
entre a asparagina e os residuos do monomero. As flutuagdes acentuadas sugerem instabilidade
na ligagdo, embora picos negativos momentaneos reflitam interagdes atrativas, ligacdes fortes.
Esses achados estdo de acordo a analise de PII do sitio catalitico, que mostraram dissociagao
precoce da Asn e baixa afinidade pelo sitio. A média da energia livre de ligagdo foi 8,10 = 7,76
kcal mol™!.

No mondmero B, os valores de AG oscilaram entre -7 kcal mol™! e 50 kcal mol™,
com menores flutuagdes, refletindo maior estabilidade da interagdo. Esse comportamento
corrobora analises de PII, que mostraram a Asn permanecendo por mais tempo no sitio
catalitico e formando interacdes fortemente atrativas. A média da energia livre de ligagcdo foi
de 12,91 + 7,45 kcal mol!. Para o mondmero C, a curva de AG oscila entre -10 kcal mol ™! e 57

kcal mol !, mas com menor variagio que outros mondmeros, o que indica que a Asn encontrou
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uma posicao favoravel para ligagdo. As andlises de PII confirmaram que a Asn permaneceu
ligada ao sitio catalitico C ao longo de toda a simulagdo, formando interacdes atrativas
consistentes e estaveis. A média da energia livre de ligagdo foi de 12,96 + 8,98 kcal mol™.

No entanto, o mondmero D apresentou comportamento diferente. A curva de AG
manteve-se proxima de zero na maior parte do tempo, sugerindo auséncia de ligagdo. Apenas
picos momentaneos foram observados, insuficientes para manter a Asn ligada durante os 300
ns de simulagao, o que foi confirmado por PII que mostrou que a Asn se dissociou rapidamente.
A média da energia livre de ligagio foi de 0,63 + 3,28 kcal mol™!. Esses resultados indicam que,
nos mondmeros B e C, a Asn apresenta maior estabilidade e interagdo, enquanto nos
monodmeros A e D, a ligacdo € instavel ou ausente. Os achados de energia livre de ligagao estio

em total acordo com as observacoes das simulagdes analises de PII.

5.8.4 Variante A86V-4ASN

A analise de energia livre de ligacdo para a variante A186V-4ASN (Figura 19D) as
curvas revelaram padrdes distintos de ligagdes entre os quatro mondmeros. No mondmero A, a
curva de AG apresentou ampla variagdo de amplitude até os 100 ns, sugerindo que, durante esse
periodo, a Asn estava buscando uma posi¢ao favoravel para formar ligacao. Apds esse ponto, a
curva mostrou menor variacdo, pelo fato de que a Asn encontrou uma posicdo estavel e
interagdes favoraveis. Essa estabilidade estd alinhada com os resultados de PII, que
demonstraram interagdes significativas da Asn com o sitio catalitico A. A média da energia
livre de ligagdo para esse complexo foi de 4,71 £ 5,22 kcal mol™.

No mondmero B, a curva de AG também apresentou variagoes de amplitude até os
100 ns, refletindo o periodo em que a Asn estava em busca de uma posi¢ao favoravel. Apds
esse intervalo, a curva se estabilizou até os 300 ns, causado pelas interagdes estaveis entre a
Asn e os residuos do monomero B. Esse comportamento € consistente com os dados de PII, que
mostraram interagdes inicialmente atrativas e intensas no sitio catalitico, seguidas por uma
estabilizacdo. A média de AG foi de 8,54 + 7,33 kcal mol ™.

No monomero C, a curva de AG exibiu flutuagdes significativas até
aproximadamente 180 ns, com AG variando de -15 kcal mol™! a 38 kcal mol™!, sugerindo que a
Asn estava ligada de maneira instavel com os residuos do mondémero. Apds esse periodo, a

curva se manteve proxima de zero, causado pela auséncia de interagdes ou dissociacdo do
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complexo. Esses achados sdo confirmados pelos resultados pela analise de PII, que
demonstraram que a Asn interagiu de maneira atrativa com o sitio catalitico até cerca de 180
ns, momento em que se afastou. A média da energia livre de ligacao foi de 1,10 = 5,70 kcal
mol .

No monémero D, a curva de AG mostrou interacdes apenas até aproximadamente
130 ns, com varia¢des de amplitude entre -7 kcal mol™! e 50 kcal mol™!, evidenciando interagdes
temporarias da Asn com os residuos do mondmero. Apos esse periodo, os valores de AG se
mantiveram préximos de zero, causado pela auséncia de ligagdao ou dissociacdo do complexo.
O PII confirma que a Asn interagiu atrativamente com o sitio catalitico D até cerca de 130 ns
antes de ir a zero, se afastando do sitio. A média de AG foi de 6,88 kcal mol ™.

Em geral as curvas de AG mostram o efeito da dgua sobre a Asn, onde AG alto esta
correlacionado com saida do sitio catalitico, monitorado por PII (Figura 8). A Asn esté no sitio
e sendo solvatada, ha uma competi¢do entre a dgua e residuos do sitio pelo Asn, que foi
observada também para ECII.

Figura 19 - Curvas de energia livre de ligacdo dos monomeros A, B, C, D e suas respectivas
asparaginas nos sistemas: A) ECOLI, B) hASNasel, C) A186V, D) A186V-4ASN.
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5.8.5 Variante D87N

Os residuos situados na borda e entrada do sitio catalitico foram avaliados em
relagdo a influéncia na AG, posigdes 84 e 87. A analise da curva de energia livre de ligacao para
o sistema D87N (Figura 20A) revelou padrdes similares de AG entre os mondmeros, com
oscilagdes. No mondmero A, as interagdes entre a Asn ¢ os residuos foram estaveis refletidas
por flutuagdes minimas na curva de AG, que variaram de aproximadamente - 10 kcal mol™! a
24 kcal mol™!, com apenas um pico mais pronunciado em 150 ns, efeito de ligagdo estavel no
sitio catalitico. Isso estd em concordancia com o observado na andlise de PII, que demonstrou
alta atratividade entre sitio e Asn. A média da energia livre de ligagdo foi de 2,63 + 5,50 kcal
mol ™.

No mondmero B, o padrao foi semelhante ao do A, com a curva de AG apresentando
variagdes entre -13 kcal mol™! e 33 kcal mol™!, novamente com flutuagdes minimas e apenas um
pico em 76 ns, sugerindo que a Asn formou ligacdo estavel, predominantemente no sitio
catalitico. Isso foi confirmado pela analise de PII, que revelou interagdes atrativas e estaveis. A
média de AG para esse complexo foi de 11,21 + 6,31 kcal mol™'.

Em contraste, o mondmero C apresentou maior instabilidade, com a curva de AG
oscilando entre 3 kcal mol™! ¢ 47 kcal mol™'. No entanto, uma faixa de estabilidade foi observada
entre 50 ns e 220 ns, indicando que, durante esse intervalo, a Asn manteve ligagdo favoravel
com o sitio catalitico. A analise de PII corroborou a observacdao de AG, mostrando interagoes
atrativas e consistentes. A média da energia livre de ligacdo foi de 19,71 + 6,24 kcal mol™.

Jano mondmero D, a curva de AG exibiu maiores amplitudes de flutuacdo, variando
de 7 kcal mol™! a 53 kcal mol!, refletindo uma baixa estabilidade de ligagio. A Asn pareceu
buscar constantemente posigoes favoraveis para se ligar, o que € consistente com os resultados
de PII, que mostraram interagdes menos atrativas nos 150 ns iniciais e aumento da atratividade,
posteriormente. Esses achados indicam que a Asn tenta se estabilizar no sitio catalitico,
possivelmente mudando de posi¢do no sitio, incluindo rotagdo. A média de AG foi de 13,23 +
8,12 kcal mol ™.

Assim, os resultados evidenciam que os mondmeros A, B, C e D apresentaram
possibilidade de ligacdo favoravel entre a Asn e os sitios cataliticos, mas com caracteristicas de

ligagdes distintas observadas para A, B e C e o monomero D.
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5.8.6 Variante D84N

A andlise da energia livre de ligagdo do sistema D84N (Figura 20B) revelou
diferencas marcantes nas curvas de AG entre os mondmeros e suas respectivas Asn. No
mondmero A, a curva de AG mostrou que energias, até 90 ns, varia¢do entre -20 kcal mol ' a
37 kcal mol™!. Esse intervalo sugere que, inicialmente, a Asn se ligou de maneira significativa
com o monOmero. No entanto, apos esse periodo, as ligagdes se tornaram mais fracas, em
func¢do das frequentes oscilagdes para AG mais alto. A média da energia livre de ligagdo foi de
2,69 + 6,89 kcal mol™!. Esses achados estdo em concordancia com o obtido pela analise de PII
do sitio catalitico, que também revelou auséncia de interagdes apds 90 ns, motivo em que Asn
se afasta completamente do mondmero A.

Para 0 monomero B, a curva de AG apresentou energia variando de 17 kcal mol™! a
50 kcal mol! durante 300 ns da DM. Isso indica que a Asn permaneceu ligada a0 mondmero B
com média da energia livre de ligagdo foi de 13,46 + 7,94 kcal mol”!. Comparando com os
dados de PII, observa-se que as interagdes ocorrem predominantemente no sitio catalitico,
embora o perfil atrativo seja relativamente baixo, o que sugere que a Asn esteja deslocada do
sitio catalitico. No mondmero C, os AG também foram registrados como nao nulos, ao longo
dos 300 ns, com flutuagdes que variaram de -10 kcal mol™! a 43 kcal mol ™. No entanto, a partir
de 130 ns, as oscilagdes na curva diminuem, sugerindo uma estabiliza¢ao da ligacdo da Asn ao
mondmero. A média da energia livre de ligagio foi de 5,17 + 8,46 kcal mol™'. O PII para o sitio
catalitico confirmou interacdes atrativas mais intensas até 130 ns, com reducao da atratividade
apoOs esse momento, o que sugere que a Asn passa a interagir com outros residuos do monéomero
C.

Por fim, no mondémero D, a curva de AG revelou energias continuas entre a Asn e
os residuos ao longo dos 300 ns, com flutuagdes entre -13 kcal mol™! e 50 kcal mol™!. No entanto,
a partir de 150 ns, as oscilagdes diminuem, indicando que a ligagdo se torna mais estavel. A
média da energia livre de ligagdo foi de 14,30 + 8,13 kcal mol™'. A andlise de PII reforgou esses
achados, mostrando que o sitio catalitico D foi o que apresentou a interagdo mais atrativa com
Asn, evidenciando que o complexo se mantém estavel principalmente devido as interagdes com
os residuos do sitio catalitico.

Esses resultados demonstram que a variante D84N apresenta interagdes

diferenciadas entre os monomeros e as Asn, com o monomero D exibindo maior estabilidade e
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interagdes mais atrativas, enquanto o mondmero A mostrou- se o menos estavel, com

dissociacao da Asn ao longo da simulagdo.

5.8.7 Variante D878

A analise dos perfis de energia livre de ligagdo do sistema D87S (Figura 20C)
revelou padrdes distintos entre os mondmeros e as respectivas Asn. No mondmero A, os AG
variaram de aproximadamente -7 kcal mol! a 47 kcal mol-"!, com uma média de 2,48 + 7,19
kcal mol™'. Esses resultados indicam que houve ligacdo entre a Asn e 0 mondmero A, mas uma
analise apurada com avalia¢do do PII do sitio catalitico (Figura 8) mostrou que ndo ocorreram
interagdes atrativas diretamente entre Asn e sitio catalitico. Isso sugere que a Asn se ligou a
outros residuos do monomero A, favorecendo uma ligagdo que ndo ¢ diretamente mediada pelo
sitio catalitico.

No mondémero B, a curva de energia livre apresentou AG que oscilaram entre -12
kcal mol™! e 26 kcal mol™!, mas essas interagdes foram limitadas ao periodo inicial da simulagio,
até aproximadamente 80 ns. Apds esse tempo, os AG alcangaram zero, efeito uma perda de
interagdo estavel entre a Asn e o mondmeroB. Minimos de AG de curta duracdo foram
observados, sugerindo interagdes momentaneas, mas sem estabilidade suficiente para se
manterem. A média de AG foi de 0,92 + 3,48 kcal mol'!. A anlise de PII do sitio catalitico B
confirmou que essas interagdes ocorreram inicialmente no sitio catalitico, mas a Asn ndo
permaneceu interagindo com o sitio.

Para o monémero C, os AG variaram entre -7 kcal mol™' e 37 kcal mol!, mas as
energias foram observadas apenas até 175 ns. Apds esse tempo, a curva energia nula ou
proximo, AG em torno de zero. A média de AG foi de 5,55 = 7,43 kcal mol™!. Esses resultados
sdo coerentes com o PII do sitio catalitico, que mostrou interagdes inicialmente atrativas entre
a Asn e o sitio catalitico, mas que se enfraqueceram com o tempo, levando a dissociacao da
Asn.

No mondémero D, a curva de AG variou de -3 kcal mol™! a 50 kcal mol™!, também
com interagdes limitadas a até 175 ns. Apds esse periodo, os valores de AG se mantiveram em
zero, refletindo a perda de interagdo entre a Asn € o mondmero. A média de AG foi de 7,10 kcal

moll. A analise de PII do sitio catalitico reforcou esses achados, demonstrando que as
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interagdes entre a Asn ¢ o sitio D foram inicialmente atrativas, mas aumentaram, chegando a

zero, levando a dissociagdo da Asn.

Esses resultados indicam que, para o sistema D87S, os mondmeros B, C e D

apresentaram interacdes atrativas durante um periodo inicial da DM, predominantemente nos

sitios cataliticos, com as Asn se dissociando ao longo da simulagdo. O mondémero A foi o unico

que mostrou ligacdo com a Asn ao longo da DM, mas ndo diretamente no sitio catalitico,

sugerindo que outros residuos podem ter contribuido para a estabilidade da ligagdo observada.

Figura 20 - Curvas de energia livre de ligagdo dos monomeros A, B, C, D e

asparaginas, nos sistemas: A) D87N, B) D84N, C) D87S.
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5.9 Relacao entre energia livre de ligacao e PII nos sistemas avaliados

Os resultados de energia livre de ligacao obtidos pelo método MM/PBSA indicam
que a solvatacdo exerce uma influéncia significativa sobre os sitios cataliticos dos sistemas
analisados (Quadro 4). Essa influéncia torna-se evidente ao comparar os dados com os de PII.
Nas andlises de PII, observa-se que algumas mutagdes promovem interagdes eletrostaticas e de
van der Waals mais favoraveis para interacdo Asn-sitio cataliticos para as variantes, em relacao
ao observado na enzima hASNasel, onde essas interagdes sdo mais fracas.

Dentre os sistemas avaliados, as variantes D87N, D84N e A186V destacam- se por
apresentarem curvas de PII mais acentuadas, sugerindo uma melhora nas interacdes
intermoleculares, principalmente para D87N. O residuo polar, mas ndo carregado apresenta
tamanho de cadeia lateral similar a Asp, apresentando PII Asn-sitio mais intensos que para o
caso de D87S, onde a serina, polar, exerce um volume menor na borda do sitio. Ao comparar
esses resultados com os graficos de energia livre de ligacdo, verifica-se que justamente esses
trés sistemas apresentam os valores médios de AG de ligacdo positivos. Esse fato reforca a
interpretacdo de que a energia de solvatagdo tem um papel determinante nesses sistemas,
superando os ganhos obtidos com interagdes eletrostaticas e de van der Waals, apresentadas em
PII. Assim, a contribui¢cdo desfavoravel da solvatagao nos sitios cataliticos das variantes parece
ser suficiente para comprometer a estabilidade, mas que isso foi menor no sistema variante
D87N. Em relagdo a mutacao A186V, essa esta relacionada a melhoramento da orientacao da
Lys188 que compde o sitio catalitico, alcangando e mantendo ela posicionada para melhor

interagao com a Asn e estabilidade da triade catalitica.
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Quadro 4: AGligagio médio (kcal mol™') e desvio padrio dos quatro mondmeros nos sistemas
de ECOLI, hASNasel, D87N, D84N, D87S, A186V, A186V-4ASN.

AGligacao médio (kcal mol ') e desvio padrio
Sistema

MonA- MonB- MonC- MonD-

ASN(A) ASN(B) ASN(C) ASN(D)
ECOLI 10,42 £7,12 7,84 £+ 8,89 0,28 + 8,21 6,43 +£7,51
hASNasel 0,18 +2,37 10,92 + 8,49 5,04 +7,59 0,90 + 3,55
D87N 2,63 +5,50 11,21 £ 6,31 19,71 £ 6,24 13,23 + 8,12
D84N 2,69 + 6,89 13,46+ 7,94 5,17+ 8,46 14,30 + 8,13
D87S 2,48+ 7,19 0,92 + 3,48 5,55+743 7,10 £ 8,12
Al86V 8,10 £ 7,76 12,91 £ 7,45 12,96 + 8,98 0,63 + 3,28
A186V-4ASN 4,71 £5,22 8,54 +733 1,10+ 5,70 6,88 +£9,67

Fonte: Elaborado pela autora.

5.10 Distancias médias entre os residuos dos sitios cataliticos nas variantes hASNasel

A fim de avaliar a estabilidade da triade catalitica nos sistemas variantes, foram
monitoradas as distancias médias entre o residuo Lys188 e os residuos Aspl117 e Thr116, que
compodem essa triade (Figura 21). Essa andlise tem como objetivo investigar como essas
distincias variam, uma vez que, em simulagdes anteriores com hASNasel (GUIMARAES,
2021), foi observado que o residuo Thr187, localizado proximo a Lys188, influencia seu
posicionamento. Esse efeito ocorre devido a orientagdo da cadeia lateral da treonina em diregao
ao sitio alostérico, regido composta por dois mondmeros do dimero e que abriga duas moléculas
de Asn.

Nos sistemas variantes D84N, D87N e D87S, a variante D87N apresentou o menor
distanciamento entre os residuos da triade catalitica em todos os mondmeros, sugerindo uma

maior proximidade entre esses residuos, o que pode favorecer a estabilidade do sitio catalitico.
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Em contraste, os sistemas D84N e D87S exibiram um distanciamento maior,
especialmente a variante D87S, que apresentou a maior variacdo na média de distancia no
mondmero D (~0,91 nm). Além disso, foi possivel observar uma relacao entre a proximidade
dos residuos da triade e o tempo de permanéncia da Asn no sitio catalitico: nos sistemas D87N
e D84N, onde as Asn permaneceram por mais tempo nos sitios, os residuos da triade estavam
mais proximos. Ja na variante D87S, em que as Asn apresentaram menor tempo de
permanéncia, as distancias entre os residuos foram mais pronunciadas.

Nos sistemas A186V ¢ A186V-4ASN, a variante A186V demonstrou uma menor
média de distancia entre os residuos da triade catalitica, apresentando um perfil de proximidade
consistente nos mondémeros A, B ¢ C. Em contrapartida, o sistema A186V- 4ASN mostrou
distancias mais acentuadas entre os residuos, sugerindo que a auséncia das Asn alostéricas pode
ter prejudicado a estabilidade da triade catalitica. Curiosamente, esses resultados sugerem que
a mutagdo no residuo 186, localizada na regido alostérica, afeta diretamente a conformagao da
triade catalitica. Esse efeito parece estar relacionado a proximidade do residuo Thrl187, que
interage com Lys188, posicionando-o de maneira que influencia a estabilidade do sitio
catalitico.

Esses achados reforgam a hipotese de que a conformacdo da triade catalitica ¢é
influenciada ndo apenas pelas mutagdes no sitio catalitico, mas também por mudangas na regiao
alostérica. A estabilidade e o tempo de permanéncia da Asn no sitio catalitico parecem estar
diretamente relacionados a proximidade dos residuos da triade, o que impacta diretamente a

eficiéncia catalitica da enzima.
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Figura 21 - Distancias minimas médias e os desvios padrao entre Lys188 aos residuos Asp117
e Thr116, obtida pelo programa gmx mindist, durante o tempo de DM, para cada sistema
(D87N, D84N, D87S, A186V e A186V-4ASN) e cada monomero do tetrdmero (MoA, MoB,
MoC e MoD).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, desenvolvemos e validamos um protocolo integrado de simula¢des
de dindmica molecular (DM) e calculos de energia livre de ligagdo pelo método MM/PBSA
para orientar a engenharia de variantes da L-asparaginase humana (hASNasel). Aplicando esse
protocolo as mutagdes D84N, D87S, D87N e A186V, observamos que todas as variantes
mantém a estabilidade global da estrutura tercidria, com RMSDs similares a forma selvagem.
A mutagdo D87N destacou-se por favorecer a orientagdo e retencdo do substrato no sitio
catalitico, exibindo potenciais de interagdo interatdmica (PII) consistentemente negativos e
AGbind médio mais favoravel, explicando o aumento de 52x na atividade enzimatica
experimental. A variante D84N mostrou ganho moderado (19x), enquanto D87S apresentou
dissociagdo precoce do ligante e AGbind menos favoravel, refletindo somente 17x de
incremento. A mutagdo alostérica A186V modulou positivamente as distancias na triade
catalitica (Thr116— Asp117—Lys188) e manteve afinidade elevada, ressaltando o papel de sitios
distantes na dinadmica do centro ativo.

Os resultados confirmam que o protocolo DM + MM/PBSA atende ao objetivo
central do trabalho, permitindo predizer com acurécia a estabilidade estrutural e afinidade do
substrato em hASNasel mutante. A aplicacdo sistematica desse fluxo computacional validou-
se contra dados experimentais de atividade enzimatica, demonstrando seu potencial para guiar
a engenharia racional de variantes terapéuticas.

Como perspectivas, propomos explorar combinagdes sinérgicas das mutagdes
D87N e A186V, visando ultrapassar ganhos de atividade de 100x em relagdo a enzima nativa,
bem como investigar o efeito da variagdo no nimero de residuos de asparagina alostéricos por
dimero na estabilidade e dinamica estrutural da hASNasel, ampliando o escopo do protocolo

para outras enzimas de interesse biomédico.
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