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RESUMO

As lipases sao enzimas versateis que catalisam reacdes de hidrdlise,
esterificacao e transesterificacdo, sendo amplamente aplicadas na industria. A lipase
B de Candida antarctica (CalB) destaca-se por sua estabilidade e seletividade,
caracteristicas que motivam o estudo de variantes enzimaticas com potencial
desempenho aprimorado. Este trabalho investigou o comportamento mecanico de
desenovelamento da CalB selvagem e de duas variantes (R249L e A281E), por meio
de simulagdes de Dindmica Molecular Dirigida (SMD), utilizando o software NAMD
2.14 com o campo de forca CHARMMS36m e solvente implicito GBIS. O software
VMD foi empregado para visualizag&o estrutural e analise quantitativa. Os resultados
mostraram que a variante R249L apresentou maior resisténcia mecanica, enquanto
a A281E exibiu maior variabilidade conformacional durante o desenovelamento, o
que esta de acordo com dados experimentais da literatura. Além disso, foi
observada a presenca de um possivel estado intermediario ao longo do processo,

reforcando a capacidade da SMD em capturar eventos conformacionais relevantes.

Palavras-chave: lipase; CalB; simulacdo molecular; SMD; estabilidade estrutural.



ABSTRACT

Lipases are versatile enzymes that catalyze hydrolysis, esterification, and
transesterification reactions, being widely used in industry. Candida antarctica lipase
B (CalB) stands out for its stability and selectivity, characteristics that drive the study
of enzyme variants with potentially improved performance. This work investigated the
mechanical unfolding behavior of wild-type CalB and two variants (R249L and
A281E) through Steered Molecular Dynamics (SMD) simulations, using NAMD 2.14
software with the CHARMM36m force field and GBIS implicit solvent. The VMD
software was employed for structural visualization and quantitative analysis. The
results showed that the R249L variant exhibited greater mechanical resistance, while
A281E displayed higher conformational variability during unfolding, which is
consistent with experimental data from the literature. Furthermore, the presence of a
possible intermediate state was observed during the process, highlighting the ability

of SMD to capture relevant conformational events.

Keywords: lipase; CalB; molecular simulation; SMD; structural stability.
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1 INTRODUGAO

1.1 LIPASE B DE CANDIDA ANTARCTICA (CALB)

As lipases sao enzimas versateis que catalisam reagdes de hidrélise,
esterificacdo e transesterificagdo, sendo amplamente aplicadas na industria (BRITO
E CUNHA et al.,, 2019; KUNDYS et al.,, 2017). Reagbes genéricas de hidrdlise,

esterificacao e transesterificagdo podem ser vistas na Figura 1.

Figura 1 - Reagdes genéricas catalisadas por lipases.

Hidrolise
R O - O
Lipase
070y 0MR + 3 H,0 ~ 3R7°OH + HO™"OH
RWD OH
© ; Acid
Triacilglicerol Agua Gfelnx[{; Glicerol
Esterificacao
O Lipase O .
R0y + Ry—OH R0+ H,0
Acido ; : ;
e Alcool Ester Agua
Transesterificagao
i E}L Lipase E'L R
070™"0"R + 3 Ry—OH = =~ 3RO 4+ HO™"OH
R_O OH
i
O
Tnacilglicerol Alcool Ester Glicerol

Fonte: Autor


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.08.148
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.08.148
https://doi.org/10.1007/s10924-017-0945-1
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A lipase B de Candida antarctica (CalB) € uma das lipases mais utilizadas
comercialmente devido a sua estabilidade, seletividade e ampla faixa de atuagao
sobre diferentes substratos (RABBANI et al.,, 2015; UPPENBERG et al., 2002). A

estrutura da CalB pode ser vista na Figura 2.

Figura 2 - Lipase B de Candida antarctica (CalB). Imagem gerada utilizando o
software VMD a partir do PDB do cristal 5A71.

Fonte: Autor

Sua estrutura contém uma triade catalitica tipica das hidrolases, composta
por serina 105 (Ser105), acido aspartico 187 (Asp187) e histidina 224 (His224), que
atuam no mecanismo de clivagem do substrato (POOJARI & CLARSON, 2013).
Essa triade esta localizada em uma fenda proxima a uma regido mével conhecida
como tampa, que regula o acesso ao sitio ativo. A CalB apresenta uma tampa curta,
gue nao bloqueia completamente o sitio ativo, contribuindo para seu comportamento
catalitico singular. Outro ponto importante € o fendmeno da ativagao interfacial, no
qual a enzima muda sua conformagdo ao interagir com superficies hidrofébicas,
facilitando o acesso ao sitio ativo (POOJARI & CLARSON, 2013).

Os substratos preferenciais da CalB sao ésteres de acidos graxos e alcoois
de cadeias pequenas a médias, o que a torna aplicavel na sintese de biodiesel,
producado de polimeros biodegradaveis, cosméticos e alimentos (BRITO E CUNHA et
al., 2019; KUNDYS et al., 2017).


https://doi.org/10.1039/C4RA17093H
https://doi.org/10.1021/bi00051a035
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcab.2012.10.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcab.2012.10.002
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.08.148
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.08.148
https://doi.org/10.1007/s10924-017-0945-1
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1.2 VARIANTES DA CALB

Variantes da CalB vém sendo desenvolvidas com o objetivo de aprimorar
propriedades como termoestabilidade, resisténcia a solventes e seletividade
enzimatica (XU et al., 2019). Mutagdes pontuais, como R249L e A281E, ja foram
estudadas com foco em sua estabilidade térmica, sendo que a primeira demonstrou
maior termoestabilidade, enquanto a segunda se mostrou mais sensivel ao calor
(KIM et al., 2010). Esquemas das mutantes R249L e A281 podem ser vistos nas

Figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3 - Esquema da mutante R249L

Arginina (R) Leucina (L)
o] NH; 2
HDJk(\/\NHJ\NH l‘itiiljkq/m‘3
NHz NH2 H3

Fonte: Autor


https://doi.org/10.1021/jacs.9b02709
https://doi.org/10.1002/bit.24371
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Figura 4 - Esquema da mutante A281E

Alanina (A) Glutamato (E)
y y
7 3
4 (8] f 0 0
i
HOJ\rCH3 11:H0J'H/\)J\0_
3 NH, 'tQ NH,
'\4% 0‘0_%

Fonte: Autor

A auséncia de glicosilagdo na CalB impacta de maneira relevante sua
estabilidade térmica. Variantes deglicosiladas da enzima demonstraram reducao na
estabilidade quando submetidas a temperaturas elevadas, perdendo parte de sua
atividade residual em comparagdo com a enzima glicosilada do tipo selvagem.
(HOCK et al., 2018).

Além disso, ja foram descritas sequéncias homodlogas a CalB com potencial
biotecnolégico, oriundas de outros microrganismos, o que reforga o interesse

cientifico e industrial por essa classe de enzimas (FARIA et al., 2024).

1.3 DINAMICA MOLECULAR DIRIGIDA (SMD)

A dindmica molecular (MD) €& uma técnica computacional amplamente

utilizada para simular o comportamento de sistemas moleculares ao longo do tempo.


https://doi.org/10.3390/polym10050524
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2024.110525
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Por meio da resolugao de equacdes de mecanica classica, a MD permite prever os
movimentos dos atomos e moléculas em resposta as forcas internas e externas,
fornecendo informagdes detalhadas sobre estabilidade, flexibilidade e interacdes
moleculares. Essa abordagem €& especialmente util no estudo de proteinas, pois
permite investigar, em escala atdbmica, como ocorrem mudangas conformacionais e
como essas alteragdes impactam na fungéo bioldgica ou estabilidade estrutural da
macromolécula (PHILLIPS et al., 2020).

A Dinamica Molecular Dirigida (Steered Molecular Dynamics — SMD) é uma
variagao da MD classica que incorpora a aplicacdo de uma for¢a externa controlada
a atomos ou regides especificas da molécula. Essa forgca é aplicada ao longo do
tempo, simulando processos como o desenovelamento de uma proteina (PATEL et
al., 2014).

No contexto deste trabalho, a SMD foi utilizada para avaliar a resisténcia
mecanica da CalB e de suas variantes, fornecendo informagdes sobre sua
estabilidade estrutural frente a aplicacdo de forga. Além disso, a SMD possibilita
identificar estados conformacionais intermediarios, como os molten globules, que
representam estruturas parcialmente dobradas e que podem surgir ao longo do
processo de desenovelamento (LU & SCHULTEN, 1999).


https://doi.org/10.1063/5.0014475
https://doi.org/10.1021/ci4003574
https://doi.org/10.1021/ci4003574
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-0134(19990601)35:4%3C453::AID-PROT9%3E3.0.CO;2-M
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento mecanico de desenovelamento da lipase B de
Candida antarctica (CalB) e de duas de suas variantes, por meio de Dindmica
Molecular Dirigida (SMD).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar simulag¢des Dindamica Molecular Dirigida (SMD) da CalB e de duas de
suas variantes utilizando o software NAMD 2.14.

e Analisar caracteristicas quimicas e estruturais das proteinas ao longo das
simulagdes de SMD.

e \Verificar se ha correlacdo entre a resisténcia mecanica simulada e a

estabilidade experimental das variantes.
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3 METODOLOGIA

Para a condugdo deste estudo, a metodologia foi estruturada em diferentes
etapas, desde o preparo dos arquivos com as coordenadas atdmicas das proteinas,
passando pelas simulagées por Dinamica Molecular Dirigida (SMD), até a analise
dos dados. Foram examinadas trés formas da enzima CalB: a forma selvagem e
duas variantes geradas computacionalmente, A281E (termoinstavel) e R249L

(termoestavel).

Por motivos praticos, o presente estudo foi conduzido com a forma

deglicosilada da CalB e das variantes.

3.1 SOFTWARES E MODELOS UTILIZADOS

As simulagbes foram realizadas com o software NAMD 2.14. A metodologia
das simulagbes segue, de forma adaptada, os principios apresentados no tutorial de
SMD do NAMD, desenvolvido pelo grupo Theoretical and Computational Biophysics
Group da Universidade de lllinois (PHILLIPS et al., 2017).

Além do NAMD, foi utilizado o software VMD (Visual Molecular Dynamics),
versao 1.9.4a53, empregado tanto para o preparo quanto para a analise visual e
quantitativa das simulagdes moleculares, sendo uma ferramenta amplamente
integrada ao NAMD para sistemas biolégicos (HUMPHREY et al., 1996).

Adicionalmente, empregou-se 0 modelo de solvente implicito (Generalized
Born Implicit Solvent - GBIS), que permite simular os efeitos do meio aquoso sem
representar explicitamente cada molécula de agua. Esse modelo reduz o custo
computacional, sendo adequado para estudos de estabilidade mecanica como os
realizados neste trabalho (PHILLIPS et al., 2020).

Utilizou-se o campo de forga CHARMM36m, uma versao refinada do
tradicional CHARMMS36 que oferece maior precisdo na representacéo da estrutura
de proteinas enoveladas e desordenadas (HUANG et al., 2016). Desenvolvido com

base em dados experimentais, o CHARMM36m ajusta parametros estruturais para


https://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-unix-html/index.html
https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5
https://doi.org/10.1063/5.0014475
https://doi.org/10.1038/nmeth.4067
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refletir com maior fidelidade os comportamentos conformacionais das proteinas,
sendo especialmente indicado para simulagdes de estabilidade estrutural e Dindmica

Molecular.

Os scripts foram executados a partir de arquivos de comando (command),
que indicavam o programa a ser executado (VMD ou NAMD), o numero de CPUs
utilizadas e o script de entrada correspondente. Essa estrutura foi empregada em
todas as etapas descritas a seguir, exceto para o calculo do trabalho. Todas as

simulagdes foram conduzidas utilizando o software NAMD 2.14.

As etapas descritas a seguir, com exceg¢do da preparacédo, foram realizadas
trés vezes para cada uma das proteinas (CalB selvagem, mutante R249L e mutante
A281E). As réplicas foram nomeadas com os sufixos “ r1”, “r2” e “ r3,

respectivamente.

3.2 PREPARACAO

Os arquivos em formato PDB das mutantes A281E e R249L foram gerados
utilizando o software UCSF Chimera, com a biblioteca padrdo de mutacbes
Dunbrack, sendo nomeados, respectivamente, como "CalB_ TERMO_A281E.pdb" e
"CalB_TERMO_R249L.pdb". J& o arquivo em formato PDB da CalB selvagem foi
obtido do banco de dados Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/), sob o
codigo 5A71, e foi nomeado como "CalB_WT _base.pdb".

Na etapa de preparacdo do sistema, foi executado o script "CalB_GBIS.pgn",
conforme indicado no Anexo A. Os arquivos de entrada foram o respectivo arquivo
PDB da proteina e os arquivos de topologia do campo de forca CHARMM36m. Os
arquivos de saida foram um arquivo com as topologias (.psf) e outro com as

coordenadas dos atomos do sistema (.pdb).


http://www.rcsb.org/pdb/
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3.3 MINIMIZACAO E EQUILIBRACAO

Na etapa de minimizagdo e equilibracdo, foi executado o script
"minim_equil.conf", presente no Anexo B. O tempo de simulagdo da minimizacao foi
de 100 ps, e o tempo total da simulagdo, ou seja, da minimizagéo e equilibragcao
juntas, foi de 1000 ps (1 ns). Os arquivos de entrada foram os gerados na etapa
anterior, juntamente com os arquivos de parametros do campo de forga
CHARMM36m. Os arquivos de saida foram os de coordenadas (.coor), velocidades

(.vel), sistema estendido (.xsc) e o registro da simulagao (.log).

A simulacdo seguinte foi conduzida a uma temperatura de 298,15 K, com o
uso de solvente implicito GBIS, aplicando no modelo uma constante dielétrica de
78,5 (agua) e concentragdo salina de 0,15 mol L. A minimizagao foi realizada por
100.000 passos utilizando o algoritmo de gradiente conjugado, seguida por uma
equilibragdo de 1.000.000 passos (equivalente a 1 ns), com passo de integragao de
1 fs. As interagbes eletrostaticas e de Van der Waals foram tratadas com cutoff de
18,0 A, switchdist de 17,0 A e pairlistdist de 20,0 A. As forcas foram calculadas com
exclusdo scaled 1-4, e a dindmica foi controlada por termostato de Langevin com
coeficiente de amortecimento de 1 ps™. A temperatura alvo foi mantida constante
durante toda a simulagdo e as velocidades foram reinicializadas antes do inicio da

equilibragao.

3.4 FIXACAO DOS ATOMOS

Na etapa de fixagdo dos atomos para a SMD, executou-se o script
"Fix_SMD.tcl", descrito no Anexo C. Os arquivos de entrada foram o arquivo de
topologia (.psf) gerado na primeira etapa e o arquivo de coordenadas (.coor) da
etapa anterior. O arquivo de saida foi um arquivo de referéncia (.ref), que forneceu
ao NAMD a informagédo necessaria para identificar o atomo fixo e o atomo a ser
tracionado, que foram os carbonos alfa (Ca) dos residuos localizados nas

extremidades N-terminal (Leu1) e C-terminal (Pro317) da CalB, respectivamente.
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3.5 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR DIRIGIDA (SMD)

Na etapa da Dinamica Molecular Dirigida (SMD), foi executado o script
descrito no Anexo D. O tempo de simulacédo da SMD foi de 100 ns. Os arquivos de
entrada foram os gerados nas etapas anteriores, e os arquivos de saida incluiram
arquivos de trajetéria (.dcd e .xst), coordenadas (.coor), velocidades (.vel), sistema

estendido (.xsc), registro da simulagao (.log) e arquivos de reinicio (restart).

3.6 ANALISE DE DADOS

Para a analise de dados, foram construidos graficos, videos e imagens com

os resultados obtidos ao longo das etapas anteriormente citadas.
3.6.1 Minimizacao e Equilibragao

A analise de dados incluiu a obtengcdo dos dados de minimizagao e
equilibracdo. Para isso foi utilizado o script "namdstats.tcl", presente no Anexo E. A
entrada foi o arquivo de registro da simulagao (.log) gerado pelo NAMD durante a
minimizacao e equilibracédo, e a saida foi um arquivo de dados (.dat) contendo as

informagdes de energia por frame.
3.6.2 Imagens e Videos das Simulagées

As imagens das proteinas ao longo da simulagédo foram geradas com o VMD

1.9.4a53, o script utilizado para a geragao de imagens pode ser visto no Anexo F.

Para a geracdo dos videos das simulagdes, apos ter sido utilizado o script
presente no Anexo F, acessou-se o menu Display e foi ativado o modo Orthographic,
que garante uma projecdo sem distorcbes de perspectiva. Acessou-se 0 menu
Extensions > Visualization > Movie Maker. Na secao Movie Settings, foi selecionada
a opgao Trajectory como tipo de visualizacdo. Em seguida, na aba Format,
escolheu-se o formato de saida de imagem animada (.gif). No campo Trajectory step
size, foi inserido o valor 7, a fim de reduzir o numero de frames e otimizar a fluidez

do video. Por fim, clicou-se em Make Movie, o que resultou na geragao do arquivo.
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3.6.3 Confecgao dos graficos de forga vs tempo

Para a obtengdo dos dados do grafico de forca em fungdo do tempo,
utilizou-se o script "ft.tcl", presente no Anexo G. Sua entrada foi o arquivo de registro
da simulagéo (.log) gerado na etapa da SMD, e a saida foi um arquivo de dados

(.dat) com os valores de for¢ca (em pN) versus tempo (em ns).

Os graficos foram construidos com o auxilio do software GraphPad Prism 8, a
suavizacao dos graficos foi feita utilizando o método Smooth, com ordem zero e 10

vizinhos.
3.6.4 Confecgao dos graficos de estrutura secundaria vs tempo

Para a geracédo dos graficos de estrutura secundaria em fungdo do tempo
utilizou-se o VMD, tendo sido carregados o arquivo de topologia (.psf) e o arquivo de
trajetdria (.dcd) da respectiva réplica, acessou-se o menu Extensions > Analysis >
Timeline. Na janela do Timeline, foi selecionada a aba Analysis, na qual o parametro
Frame Range foi ajustado para um valor maximo de 5000 frames. Em seguida, na
aba Calculate, clicou-se em Calc. Sec. Struct, o que permitiu o calculo de estrutura

secundaria a cada frame da simulacao e a obtengao do grafico.
3.6.5 Confecgao dos graficos de numero de ligagdes de hidrogénio vs tempo

Para o célculo do numero de ligagdes de hidrogénio utilizou-se o VMD, tendo
sido carregados o arquivo de topologia (.psf) e o arquivo de trajetéria (.dcd) da
respectiva réplica, foi utilizada a ferramenta de analise Hydrogen Bonds para
calcular o numero de ligagdes de hidrogénio ao longo da simulagdo. Os parametros
utilizados foram os padrdo do programa (Update selections every frame marcado;
Donor-Acceptor distance (A): 3,0; Angle cutoff (degrees):. 20). Os dados obtidos

foram salvos (formato .agr).

Os graficos foram construidos com o auxilio do software GraphPad Prism 8, a

suavizagao dos graficos foi feita utilizando o método LOWESS, com 10 pontos.
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3.6.7 Calculo da area de superficie acessivel a agua

Para o calculo da area de superficie acessivel a agua utilizou-se o VMD,
tendo sido carregados o arquivo de topologia (.psf) e o0 arquivo de trajetdria (.dcd) da
proteina, o calculo foi feito na extensdo Tk Console, que fica no menu Extensions do

VMD, mais detalhes estao disponiveis no Anexo H.
3.6.8 Identificagao de residuos vizinhos

Para a identificagdo dos residuos vizinhos, utilizou-se o VMD, tendo sido
carregados o arquivo de topologia (.psf) e o arquivo de trajetdria (.dcd) da proteina, a
identificacdo foi feita com o auxilio da extensdo Tk Console, que fica no menu

Extensions do VMD, mais detalhes estdo disponiveis no Anexo .
3.6.6 Confecgao dos graficos de forga vs deslocamento e calculo de trabalho

Para a obtencado dos dados do grafico de forca em funcédo do deslocamento
da CalB e mutantes, utilizou-se o script "ft_deslocamento.tcl", descrito no Anexo J.
Sua entrada foi o arquivo de registro da simulagéo (.log) da SMD, e a saida foi um
arquivo de dados (.dat) contendo os valores de forga (em pN) versus deslocamento

(em A\). Os gréficos foram construidos com o auxilio do software GraphPad Prism 8

Por fim, o calculo do trabalho realizado durante a SMD foi feito com a
execugao do script "trabalho.py" em Python 3, presente no Anexo K. Esse script
permitiu o calculo da area sob a curva do grafico de forga em fungdo do
deslocamento, de 0 a 750 A, por meio do método trapezoidal. Sua entrada foi o
arquivo de dados (.dat) gerado na etapa anterior, e a saida foi o valor de trabalho em

kcal/mol.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, sao apresentados e discutidos os principais resultados obtidos
ao longo do desenvolvimento do trabalho, com base nas simulagcdes de Dinamica

Molecular Dirigida (SMD) aplicadas a CalB selvagem e as variantes R249L e A281E.

4.1 PREPARACAO

O arquivo em formato PDB da CalB selvagem foi obtido do banco de dados
RCSB PDB. Tipicamente, esse tipo de estrutura é determinado por cristalografia de
raios X, uma técnica que, devido a baixa densidade eletrénica dos atomos de
hidrogénio, geralmente ndo permite sua detecgdo direta (PHILLIPS et al., 2017).
Além disso, como a proteina € cristalizada em condigdes néo fisioldgicas, a estrutura
obtida pode apresentar atomos e residuos ausentes, estar em um estado de alta
energia conformacional e nao incluir o ambiente aquoso em que a proteina
normalmente se encontra. Por esse motivo, a etapa de preparacgéo foi fundamental:
nela, residuos selecionados foram protonados a pH 7,4, pontes dissulfeto
especificas foram formadas entre pares de cisteinas, os angulos e diedros ausentes
foram reconstruidos, e coordenadas padrao foram atribuidas aos atomos faltantes.

Adicionalmente, a proteina foi, simulada em uma concentracao salina fisiologica.

A etapa de preparacdo gerou um arquivo que contém a posi¢cao
(coordenadas) dos atomos (.pdb), ndo contendo informag¢des de conectividade. Ela
também gerou um arquivo de topologia (.psf), que é um arquivo que guarda a
informacéo estrutural da proteina (como os varios tipos de ligagbes e interagdes)
(PHILLIPS et al., 2020).

4.2 MINIMIZAGAO E EQUILIBRACAO

A minimizacado de energia tem como objetivo encontrar um minimo local de
energia, correspondente a um estado em que a molécula se encontra relaxada. Para

isso, as posi¢cdes dos atomos sdo ajustadas gradualmente enquanto a energia do


https://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-unix-html/index.html
https://doi.org/10.1063/5.0014475
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sistema é recalculada até que se atinja esse ponto minimo. A equilibragéo, por outro
lado, envolve a aplicagdo da Dindmica Molecular, na qual a Segunda Lei de Newton
€ resolvida para cada atomo do sistema, permitindo determinar suas trajetérias. O
estado de equilibrio é avaliado com base na analise da distribuicdo das velocidades,
temperatura, pressao e outros parametros ao longo do tempo. A minimizacéo e a
equilibracdo sao importantes, pois permitem que a proteina alcance uma

conformagao mais estavel para que seja feita a dindmica (PHILLIPS et al., 2017).

O grafico de energia vs tempo obtido na equilibragdo e minimizagao pode ser

visto na Figura 5.

Figura 5 - Energia vs tempo ao longo da minimizac&o e equilibragao.
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Fonte: Autor

Como pode ser observado na Figura 5, na etapa de minimizagao foi obtido
um minimo local de energia para as trés proteinas, e na etapa de equilibragao, elas
alcangaram um patamar de energia praticamente constante, portanto, a minimizagao

e a equilibragao foram alcangadas com éxito.

As mutantes partiram de um ponto de maior energia (~ 60.000 kcal/mol) que a
selvagem (~20.000 kcal/mol). Isso se deve ao fato de seus arquivos PDB terem sido
gerados computacionalmente e ndao serem da mesma origem que o PDB da

selvagem, ou seja oriundos de uma cristalizagao. Por outro lado pode ser observado


https://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-unix-html/index.html
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que todas as trés proteinas acabam a equilibragdo com valores muito proximos
(~2.500 kcal/mol).

4.3 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR DIRIGIDA (SMD)

A anadlise de SMD calcula as coordenadas atbmicas identificando as
modificacdes estruturais consequentes da forca aplicada propositalmente para
desnaturar a proteina, e elas sao gravadas no arquivo varias vezes ao longo de uma
simulacdo. Assim, ele fornece uma trajetéria do sistema durante o tempo de
execugao. Um outro arquivo gerado foi um arquivo de registro da simulagéo (.log),
esse arquivo contém as informacgdes da dinamica. Essas linhas incluem: o passo de
tempo atual, a posi¢cao atual do centro de massa dos atomos restringidos e a forga
atual aplicada ao centro de massa (PHILLIPS et al., 2020). A evolugao temporal da

SMD de uma réplica de cada enzima pode ser vista nas Figuras 6, 7 e 8.


https://doi.org/10.1063/5.0014475

Figura 6 - Evolugao temporal da SMD de CalB selvagem (atomo fixo em azul e
atomo tracionado em vermelho). (A) 12,5 ns. (B) 25 ns. (C) 37,5 ns. (D) 50 ns.
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Fonte: Autor
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Figura 7 - Evolugao temporal da SMD da mutante A281E (atomo fixo em azul e
atomo tracionado em vermelho). (A) 12,5 ns. (B) 25 ns. (C) 37,5 ns. (D) 50 ns.
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Figura 8 - Evolugao temporal da SMD da mutante R249L (atomo fixo em azul e
atomo tracionado em vermelho). (A) 12,5 ns. (B) 25 ns. (C) 37,5 ns. (D) 50 ns.
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Nas Figuras 6, 7 e 8, observa-se que as pontes dissulfeto permanecem
intactas. Isso ocorre porque s&o ligagbes covalentes, as quais ndo se rompem
durante a SMD.

Os videos das simulagdes de todas as réplicas podem ser vistos nos links

abaixo.

CalB_WT _r1: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
CalB_WT _r2: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT _r2.gif
CalB_WT _r3: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r3.gif
A281E_r1: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/A281E_r1.gif
A281E_r2: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/A281E_r2.gif
A281E_r3: https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/A281E_r3.gif
R249L _r1: https://www.bioinfo.ig.ufrj.br/permanent/calb/smd/R249 _r1.gif

R249L _r2: https://www.bioinfo.ig.ufrj.br/permanent/calb/smd/R249_r2.gif
R249L r3: https://www.bioinfo.ig.ufrj.br/permanent/calb/smd/R249_r3.gif

As simulagbes de SMD foram realizadas a uma temperatura de 298,15 K,
com o uso de solvente implicito GBIS, aplicando no modelo uma constante dielétrica
de 78,5 (dgua) e concentragdo salina de 0,15 mol L", visando reduzir o custo
computacional. Embora essas condigdes sejam mais simples — incluindo a
auséncia de tampao HEPES, NaCl e controle preciso de temperatura, elas foram
suficientes para avaliar a resisténcia mecéanica relativa das variantes, permitindo
comparagoes estruturais coerentes com a estabilidade observada em bancada (KIM
et al., 2010).

4.4 ANALISE DE DADOS

Com os resultados obtidos das simulagdes de SMD, foram construidos
graficos de forgca vs tempo, os graficos com os dados suavizados podem ser vistos

na Figura 9, os graficos com os dados brutos podem ser vistos no Anexo L.


https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://www.bioinfo.iq.ufrj.br/permanent/calb/smd/CalB_WT_r1.gif
https://doi.org/10.1002/bit.24371
https://doi.org/10.1002/bit.24371
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Figura 9 - Gréficos suavizados de forga vs tempo. (A) CalB_WT. (B) A281E. (C)
R249L. (D) Médias das réplicas.
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A analise dos graficos de forca em fungdo do tempo revelou um padrao

comum entre as trés variantes da CalB: um pico pronunciado de forga, seguido de

uma queda abrupta e posterior estabilizagdo em niveis de forga mais moderados.

Com o intuito de averiguar o que ocorria com as proteinas no intervalo em

que foi observado esse pico de forga no grafico, foram construidos graficos de

estrutura secundaria vs tempo, sendo destacado por um retangulo preto o intervalo

no qual foi observado esse pico em comum (entre 16 e 23 ns), os graficos podem

ser vistos nas Figuras de 10 a 18.



Figura 10 - Gréfico de estrutura secundaria vs tempo da réplica CalB_WT _r1.
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Figura 11 - Grafico de estrutura secundaria vs tempo da réplica CalB_WT _r2.
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Figura 12 - Gréfico de estrutura secundaria vs tempo da réplica CalB_WT _r3.
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Figura 13 - Gréfico de estrutura secundaria vs tempo da réplica A281E_r1.
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Figura 14 - Gréfico de estrutura secundaria vs tempo da réplica A281E_r2.
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Figura 15 - Gréfico de estrutura secundaria vs tempo da réplica A281E_r3.
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Figura 16 - Grafico de estrutura secundaria vs tempo da réplica R249L_r1.
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Figura 17 - Grafico de estrutura secundaria vs tempo da réplica R249L_r2.
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Figura 18 - Grafico de estrutura secundaria vs tempo da réplica R249L_r3.
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A partir dos graficos de estrutura secundaria em fungéo do tempo, foi possivel
verificar que no intervalo entre 16 e 23 ns em que foi observado o pico em comum,
as estruturas secundarias que foram desenoveladas estavam entre os residuos
Gly172 e Lys208 (volta, ponte isolada e fita beta), para todas as réplicas de CalB

selvagem e para as réplicas 1 e 2 da mutante R249L.

Para a réplica 3 da mutante R249L, o desenovelamento dessa regido entre os
residuos Gly172 e Lys208 ocorre posteriormente, em torno de 25 ns (Figura 18) e ha

um pico de forga em 25 ns (Figura 9C).

As réplicas da mutante A281E, no intervalo entre 16 e 23 ns, apresentaram
modos de desenovelamento distintos desse padrdo, e distintos entre si, o que

sugere alta variabilidade conformacional.

Esse pico de forga sugere a existéncia de um estado intermediario estrutural
que exige uma maior forca para ser desfeito durante o processo de
desenovelamento, possivelmente correspondente a um molten globule. No contexto
da Dindmica Molecular Dirigida, esse tipo de transi¢ao € interpretado como a ruptura
de um nucleo estrutural estavel, com acumulo temporario em uma conformagao
parcialmente organizada antes da desnaturagdo completa. Esse fenbmeno ja foi
descrito na literatura, onde foram observados estados intermediarios em simulagdes
de desenovelamento mecéanico por SMD, evidenciando quedas de for¢a seguidas de
regides estaveis como indicativo de estruturas metaestaveis ao longo da tragdo. A
persisténcia da forga mecanica em niveis intermediarios apds o pico principal reforga
a ideia de que a proteina ndo se torna totalmente desenovelada imediatamente (LU
& SCHULTEN, 1999).

Com os resultados obtidos do calculo do numero de ligagcdes de hidrogénio
foram construidos graficos. Os graficos com os dados suavizados podem ser vistos

na Figura 19 e os graficos brutos podem ser vistos no Anexo M.


https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-0134(19990601)35:4%3C453::AID-PROT9%3E3.0.CO;2-M
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Figura 19 - Gréficos suavizados do numero de ligagdes de hidrogénio vs tempo. (A)
CalB_WT. (B) A281E. (C) R249L. (D) Médias das réplicas.
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De maneira geral, as réplicas e as mutantes foram semelhantes entre si,

sendo que apods 50 ns, o numero de ligagdes de hidrogénio praticamente nao varia.

Na Figura 19D, € possivel notar que o numero de ligagdes de hidrogénio da
mutante A281E € um pouco maior que o das outras mutantes, isso pode ser
explicado pelo fato da mutante A281E ter sua mutagéo originada da troca de uma
alanina (A), um aminoacido de cadeia lateral apolar e muito curta, pelo glutamato
(E), um aminoacido carregado negativamente e cadeia lateral mais longa, sendo que
o glutamato permite fazer um numero maior de ligagdes de hidrogénio (KIM et al.,
2010). Embora a primeira vista parega contraditério que a mutante termoinstavel
apresente um numero maior de ligagées de hidrogénio, € importante destacar que a

diferenga no numero absoluto de ligagcdes observadas é relativamente baixa.


https://doi.org/10.1002/bit.24371
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O Glu281 da A281E encontra-se proximo a outros residuos igualmente
carregados negativamente (Glu81, Glu188, Glu269 e Glu294), o que pode gerar
repulsédo eletrostatica significativa. Essa concentragdo de cargas negativas em uma
mesma regido da proteina pode comprometer o empacotamento local e,
consequentemente, reduzir a estabilidade estrutural da enzima. Assim, ainda que a
mutante apresente um numero levemente maior de ligagdes de hidrogénio, essas
repulsdes contribuem para a termoinstabilidade observada experimentalmente (KIM
et al., 2010).

A analise da area de superficie acessivel a agua indicou que os residuos
Glu281 e Leu249 apresentam alta acessibilidade ao solvente (273,29 A? e 285,63 A?,
respectivamente), o que sugere que ambas as mutagdes ocorrem em regides
expostas da proteina. Isso corrobora a hipétese de que a mutagao A281E introduz
uma carga negativa em uma regido ja acessivel, potencializando efeitos
desestabilizadores por repulsao eletrostatica local. As estruturas dos aminoacidos

citados podem ser vistas na Figura 20.

Figura 20 - Estruturas dos aminoacidos envolvidos nas mutagdes.
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Fonte: Autor
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Os resultados dos valores de trabalho podem ser vistos na Tabela 1, eles
foram obtidos de graficos de forgca vs deslocamento (disponiveis no Anexo N), pelo

processamento da area sob a curva, de 0 a 750 A, por meio do método trapezoidal.

Tabela 1 - Calculo do trabalho realizado no desenovelamento mecanico das

proteinas.
Variante (?(igll;cmao:) &iﬁ:ﬁﬁfof) (?(igll;cmao:l,’) (chaéI?ni1aoI) Padrio
(kcal/mol)
CalB_WT 1169,75 1166,01 1172,95 1169,56 3,46
A281E 1298,77 1149,64 1217,80 1222,07 74,67
R249L 1243,61 1197,65 1323,19 1254,82 63,51

Fonte: Autor

Como pode ser observado na Tabela 1, a CalB selvagem foi a que possuiu
menor variagao entre suas réplicas (menor desvio padréo) e a que requereu a menor
quantidade de trabalho necessario para desenovelamento (1169,56 kcal/mol). Em
contrapartida, a mutante R249L foi a que requereu a maior quantidade de trabalho
para ser desenovelada (1254,82 kcal/mol), e a mutante A281E foi a que que
apresentou a maior variabilidade entre suas réplicas (maior desvio padrdo). As
diferencas nos valores médios e nos desvios padrao sugerem alteracdes estruturais

relevantes entre as formas enzimaticas.

A CalB selvagem apresentou a menor média de trabalho (1169,56 kcal/mol) e
o menor desvio padrao (3,46 kcal/mol), indicando consisténcia entre as réplicas e
sugerindo uma estrutura relativamente estavel e flexivel. Essas caracteristicas
podem estar associadas a uma conformag¢ao mais acessivel e menos compacta, o
que esta de acordo com seu bom desempenho catalitico ja conhecido na literatura
(UPPENBERG et al., 2002). Embora a SMD nao simule diretamente a atividade
enzimatica, a resposta mecanica observada pode refletir caracteristicas estruturais

compativeis com sua fungéao biolégica.

O fato da variante R249L ter apresentado a maior média de trabalho (1254,82

kcal/mol) é coerente com a sua termoestabilidade observada experimentalmente,


https://doi.org/10.1021/bi00051a035
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evidenciando de que se trata de uma enzima mais estavel frente a desnaturagao

tanto térmica quanto mecanica (KIM et al., 2010).

A mutante A281E, por sua vez, ter apresentado o maior desvio padrao dentre
as trés, indica uma maior variabilidade conformacional entre as réplicas. Essa
variabilidade conformacional observada se mostra coerente com a sua

termoinstabilidade observada experimentalmente (KIM et al., 2010).

Apesar da média de trabalho da mutante A281E ser superior a da CalB
selvagem, o seu alto desvio padrdo faz com que os intervalos de variagdo se
sobreponham. Isso indica que, em algumas simulacgdes, a A281E pode exigir menos
trabalho para ser desenovelada do que a CalB. Com um numero maior de réplicas,

seria possivel uma inferéncia mais precisa sobre essa relagao.

E véalido destacar que as simulagbes foram realizadas com versdes
deglicosiladas das enzimas, o que pode ter influenciado os resultados de
estabilidade estrutural observados. A literatura aponta que a auséncia de
glicosilagdo em variantes da CalB reduz sua estabilidade térmica, resultando em
perda significativa de atividade residual ap6s aquecimento, quando comparadas a
forma glicosilada (HOCK et al., 2018). Dessa forma, é possivel que a resisténcia
mecanica estimada nas simulacdes tenha sido inferior a que seria observada em
proteinas glicosiladas. No entanto, como todas as variantes simuladas estavam
igualmente deglicosiladas, é provavel que a auséncia de glicosilagdo nao tenha

comprometido a validade da comparacao entre os resultados obtidos.

O uso do campo de forca CHARMMS36m foi essencial para garantir a
fidelidade estrutural das simulacbes. Essa versao refinada do CHARMMS36 foi
desenvolvida para representar com maior precisdao proteinas tanto enoveladas
quanto desordenadas, possibilitando uma modelagem mais realista dos movimentos
conformacionais induzidos durante a SMD (HUANG et al., 2016). Assim, os
parametros empregados foram adequados para investigar alteragcdes estruturais

associadas a estabilidade das variantes da CalB.

A adocao do modelo de solvente implicito GBIS contribuiu para reduzir o
custo computacional das simulagbes, mantendo uma representagado eficiente do

ambiente aquoso. Embora esse modelo nao capture interacbes especificas com
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moléculas individuais de agua, ele é considerado apropriado para simulagdes que
envolvem analise da estabilidade mecanica e desenovelamento proteico, como a
SMD, proporcionando um bom equilibrio entre precisao e eficiéncia (PHILLIPS et al.,
2020).

A aplicacdo de SMD demonstrou ser util para revelar tendéncias estruturais
relacionadas a estabilidade e flexibilidade de enzimas e suas variantes (PATEL et al.,
2014), fornecendo dados em nivel atdbmico que complementam informacdes
experimentais (PHILLIPS et al., 2020). No entanto, é importante destacar que as
conclusdes apresentadas sao limitadas pelo numero de réplicas executadas. A
inclusdo de um maior numero de repeticdes seria essencial para reforcar a
confiabilidade estatistica dos resultados e minimizar a influéncia de flutuacdes

pontuais.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto, os resultados obtidos por meio das simulacbes de
Dinamica Molecular Dirigida permitiram identificar diferengcas no comportamento
mecanico de desenovelamento entre a CalB selvagem e suas variantes R249L e
A281E. A variante R249L apresentou maior resisténcia mecénica, em consonancia
com sua maior termoestabilidade experimental, enquanto a A281E mostrou maior
variabilidade conformacional, compativel com sua instabilidade térmica. A deteccéao
de um possivel estado intermediario durante o desenovelamento refor¢a o potencial
da SMD para investigar caracteristicas estruturais metaestaveis. Os dados obtidos
demonstram que a SMD pode ser uma ferramenta util na avaliagdo da estabilidade
de enzimas mutantes, oferecendo informagbes complementares as analises

experimentais.
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ANEXO A - Script “CalB_GBIS.pgn”

# VMD script to build CalB topology containing all post-translational
modifications

package require psfgen
topology ../CHARMM36m/top all36 prot.rtf
topology ../CHARMM36m/top all36 carb.rtf

topology ../CHARMM36m/stream/carb/toppar all36 carb glycopeptide.str

pdbalias residue HIS HSP
pdbalias atom ILE CD1 CD

pdbalias atom PRO OXT OT2

segment PROA {pdb CalB WT base.pdb}

coordpdb CalB WT base.pdb PROA

patch ASPP PROA:134 ; # Protonation patches

patch GLUP PROA:294

patch DISU PROA:22 PROA:64 ; # Disulfide bridges
patch DISU PROA:216 PROA:258

patch DISU PROA:293 PROA:311

regenerate angles dihedrals

guesscoord

writepdb CalB WT base NAMD.pdb

writepsf CalB WT base NAMD.psf

package require solvate

exit



ANEXO B - Script “minim_equil.conf”

FHEHHH A H A S
## JOB DESCRIPTION d4

FHEF AR AR R R R R A R R R R

# Minimization and equilibration

S

## ADJUSTABLE PARAMETERS ##

igssssssdadsssssaasaaaaaaaaaanaRER A AR AR R R

structure ../lPreparation/CalB WT base NAMD.psf
coordinates ../lPreparation/CalB WT base NAMD.pdb
set outname CalB equil

firsttimestep 0

set temperature 298.15

igsssssddsdsssssasaapaaaapanaaaasRsRa R AR AR AR
## SIMULATION PARAMETERS ##

B A AR R R R

# Input

paraTypeCharmm on

parameters ../CHARMM36m/toppar water ions namd.str

parameters ../CHARMM36m/stream/carb/toppar all36 carb glycopeptide.str
parameters ../CHARMM36m/par all35 ethers.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 carb.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 cgenff.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 lipid ljpme.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36m prot.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 na.prm
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temperature Stemperature

# Implicit Solvent

gbis on

solventDielectric 78.5

ionConcentration 0.15 # Salt concentration, in M

alphaCutoff 16.0

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
1-4scaling 1.0
cutoff 18.0
switching on
switchdist 17.0
pairlistdist 20.0

# Integrator Parameters

timestep 1.0 # 2fs/step
rigidBonds all # needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10

# Output control

outputname Soutname
restartfreq 0
dcdfreq 0
xstFreq 0
outputPressure 0
outputEnergies 1000

# Equilibration protocol



langevin on
langevinDamping 1
langevinTemp $temperature # Target temperature

langevinHydrogen off

# Minimize and equilibrate system in one single run
minimize 100000
reinitvels Stemperature

run 1000000 ; # 1 ns
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ANEXO C - Script “Fix_SMD.tcl”

#carregando moleculas no VMD
mol load psf ../lPreparation/CalB WT base NAMD.psf

mol addfile ../2MinEq rl/CalB equil.coor

#Seting Fixed atom (resid 1 and name CA)

set allatoms [atomselect top all]

Sallatoms set beta 0

set fixedatom [atomselect top "resid 1 and name CA"]

Sfixedatom set beta 1

#getting last resid number
set resids [S$Sallatoms get resid]

set lastRESID [lindex $resids end]

#Seting SMD atom
$allatoms set occupancy 0
set smdatom [atomselect top "resid 317 and name CA"]

S$smdatom set occupancy 1

#save protein to PDBfile

Sallatoms writepdb ./CalB SMD.ref

exit



ANEXO D - Script “CalB_SMD_NAMD.conf”

FHEHHH A A S S
## JOB DESCRIPTION d4

FHEF A A A AR R R R R A R R

# Constant Velocity Pulling N- C- Termini

S

## ADJUSTABLE PARAMETERS ##

AR R R R R R

outputname CalB SMD NAMD pcv

set fixedname ../3Fixed SMD atoms rl/CalB_SMD.ref

structure ../1Preparation/CalB WT base NAMD.psf

coordinates ../1Preparation/CalB WT base NAMD.pdb

set restart 1

set temperature 298.15

proc get first ts { xscfile } {
set fd [open $xscfile r]
gets $fd
gets $fd
gets $fd line
set ts [lindex $line 0]
close $fd

return $ts
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if {Srestart == 1} {
bincoordinates ../2MinEq rl/CalB equil.coor
binvelocities ../2MinEg rl/CalB equil.vel ;# remove the "temperature"

entry if you use this!

#extendedSystem ../2MinEg rl/CalB equil.xsc

set currenttimestep [get first ts ../2MinEq rl/CalB_equil.xsc]
} else {

#temperature Stemperature

set currenttimestep 0

firsttimestep Scurrenttimestep

S R
## SIMULATION PARAMETERS ##

igsssssadadsssssaasaaaadaaa AR aaR A AR AR R R

# Force-Field Parameters

paraTypeCharmm on

parameters ../CHARMM36m/toppar water ions namd.str

parameters ../CHARMM36m/stream/carb/toppar all36 carb glycopeptide.str
parameters ../CHARMM36m/par all35 ethers.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 carb.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 cgenff.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 lipid ljpme.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36m prot.prm

parameters ../CHARMM36m/par all36 na.prm

gbis on
solventDielectric 78.5

ionConcentration 0.15 # Salt concentration, in M
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alphaCutoff 16.0

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l1-4scaling 1.0
cutoff 18.0
switching on
switchdist 17.0
pairlistdist 20.0

# Integrator Parameters

timestep 1.0 ;4 1fs/step
rigidBonds all
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10

# Constant Temperature Control

# The temperature control should be disabled in order to disturb the movement
of the atoms as little as possible in steered molecular dynamics.

# Switch off the Constant Temperature Control by changing:

langevin on ;# do (on) or do not do (off) langevin dynamics
langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp Stemperature

langevinHydrogen no ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)

# However, we need enable the Fixed Atoms Constraint by changing the
following lines:

fixedAtoms on
fixedAtomsFile Sfixedname
fixedAtomsCol B

igssssaddadssssdddsasddddpaaaaaaassaapddad s RRRdd



57

## EXTRA PARAMETERS ##

AR R R R R R A R

restartfreq 10000 # Original: 10000
dcdfreq 10000

xstFreq 10000

outputEnergies 10000

outputPressure 10000

SMD on

SMDFile ./S$fixedname

SMDk 7 # ainda precisa ser encontrado o valor ideal, depende do sistema e
estd atrelada a forca do SMD

SMDVel 0.000013663 # per timestep
SMDDir 0 0 1

SMDOutputFreq 10000 # Original: 10000

igsssssadadsssssaasaaaadaaa AR aaR A AR AR R R
## EXECUTION SCRIPT ##
FHEF AR AR R R R R R

run 100000000 ; # (100 ns)
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ANEXO E - Script “namdstats.tcl”

puts "Usage: data avg <logfile> \[<first timestep> <last timestep>]"

puts " <first timestep> and <last timestep> may be entered as numbers or"
puts " <first timestep> = 'first' will start at the beginning of the
simulation"

puts " <last timestep> = 'last' will go to the end of the simulation"

puts "Usage: data time <data stream> <logfile> \[<first timestep> <last
timestep>]"

puts " <data stream> = BOND, ANGLE, DIHED, IMPRP, ELECT, VDW, BOUNDARY,
MISC, KINETIC, TOTAL, TEMP, TOTAL2, TOTAL3, TEMPAVG"

proc data avg {logfile {first 0} {last -1}} {

set file [open S$logfile r]

while { [gets $file line] != -1 } {
if [regexp "ETITLE:" S$line] {set etitles $line}
}

close $file

puts "Calculating averages..."

set file [open S$logfile r]

set ener " "
while { [gets $file line] != -1 } {
if [regexp "ENERGY: " $line] {set ener "S$Sener $line"}

}

close S$file

set 1 [llength Setitles]

set lc [expr [llength $ener]/$1]

for {set k 0} {$k < $1} {incr k} {
set tstest [lindex Setitles $k]

if {Ststest == "TS"} {set tsnum S$k}



for {set k 0} {Sk < $1lc} {incr k} {
set ts([expr $k+1]) [lindex S$ener [expr $1*S$k+S$Stsnum]]
}

set lastts $ts($k)

set lastline $lc

set firstts $ts (1)

set firstline 1

if {$first != "first"} {
set k1
while {$first > S$ts(Sk)} {
set firstts $ts([expr S$k+11)
set firstline [expr S$k+1]
incr k

}

if {$last != "last"} {
set k 1
while {$last >= Sts(Sk)} {
set lastts $ts($k)
set lastline $k
incr k

}

puts "CALCULATING DATA FROM TIMESTEP S$firstts TO $lastts:"

set k O

for {set 1 1} {$1 <= S$lc} {incr i} {

for {set j 1} {$3J <= [llength S$etitles]} {incr J} {



set e ($1,%73)

incr

}

for {set

k

[lindex $ener S$k]

J 3} {$j <= [llength Setitles]} {incr j} {

set total O

for {set i $firstline} {$i <= S$lastline} {incr 1} {

set total

}

[expr Stotal + $e($i,$7)]

set avg [expr S$total/(l+$lastline-S$firstline)]

puts "

}

[lindex S$Setitles [expr $3j-111: Savg"

unset ener

unset ts

}

proc data time {data logfile {first 0} {last -1}} {

set file

while {

if [regexp "ETITLE:" $line]

}

[open S$logfile r]

[gets $file line] != -1

close S$file

puts "Getting $data data..."

set file
set ener

while {

[open S$logfile r]

A\ "

[gets $file line] != -1

if [regexp "ENERGY: " $line]

}

close S$file

boA

{set etitles $line}

PoA

{set ener "S$Sener $line"}
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set lc [expr [llength S$ener]/[llength $Setitles]]

set k 0
for {set 1 1} {$i <= $lc} {incr i} {
for {set j 1} {$3j <= [llength Setitles]}
set e($1,$7) [lindex S$ener $k]
incr k

}

set lastts $e(Slc,2)
set lastline $lc
set firstts $e(l1,2)

set firstline 1

if {$first != "first"} {
set k1
while {Sfirst > $e($k,2)} {
set firstts Se([expr S$k+1],2)
set firstline [expr S$k+1]
incr k

}

if {$last != "last"} {
set k1
while {$last >= S$e(Sk,2)} {
set lastts $e(S$k,2)
set lastline $k
incr k

}

{incr j} {
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set 7 0

switch $data {

BOND {set j 3}
ANGLE {set j 4}
DIHED {set j 5}
IMPRP {set j 6}
ELECT {set j 7}
VDW {set j 8}
BOUNDARY {set j 9}
MISC {set j 10}
KINETIC {set j 11}
TOTAL {set j 12}
TEMP {set j 13}
TOTAL2 {set j 14}
TOTAL3 {set j 15}
TEMPAVG {set j 16}
default {

puts "Invalid data stream selection"

}
}

if {$3 != 0} {

set file [open $data.dat w]

for {set i $firstline} {$i <= $lastline}
puts $file "$e($1,2) $e($i,$3)"
}

close $file

}

unset ener

puts "Done"

}

{incr i}

{
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ANEXO F - Script “smd_final.tcl”

import numpy as np

# Step
# Caminhos absolutos dos arquivos

set psffile
"/home/user/Downloads/view mutants/A281E rl/CalB TERMO A281E NAMD.psf"

set dcdfile
"/home/user/Downloads/view mutants/A281E rl/CalB SMD NAMD pcv.dcd"

# Carrega estrutura e trajetodria
mol new Spsffile type psf waitfor all

mol addfile $dcdfile type dcd waitfor all

# Avanca um frame para garantir que as coordenadas estejam disponiveis
animate goto 0

display update

# Ativa estrutura secundaria baseada em mudanca de frame (via trace)
source "/home/user/Downloads/vmd-1.9.4a53/scripts/vmd/sscache.tcl"

start sscache 0

# Remove representacdes anteriores, se houver

mol delrep 0 O

# Representacdo cartoon da proteina
mol representation NewCartoon

mol color Structure

mol selection "protein"

mol material Opaque

mol addrep O

# Esfera VDW no residuo inicial (resid 1)
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mol representation VDW 2.0 12

mol color ColorID O

mol selection "resid 1 and name CA"
mol material Opaque

mol addrep O

# Esfera VDW no residuo final (resid 317)
mol representation VDW 2.0 12

mol color ColorID 1

mol selection "resid 317 and name CA"
mol material Opaque

mol addrep O

# Aplica suavizacdo (smoothing) a todas as representacdes
for {set 1 0} {$i < [molinfo top get numreps]} {incr i} {

mol smoothrep 0 $i 10

# Configuracdes visuais (fundo branco, sombras etc.)
color Display Background white

display depthcue off

display ambientocclusion on

display shadows on

display aoambient 0.8

display aodirect 0.2
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ANEXO G - Script “ft.tcl”

### Open the log file for reading and the output .dat file for writing
set file [open CalB SMD NAMD.log r]

set output [open ft.dat w]

### Gather input from user.
puts "Enter a value for n x:"
set nx [gets stdin]

puts "Enter a value for n y:"
set ny [gets stdin]

puts "Enter a value for n z:"

set nz [gets stdin]

### Loop over all lines of the log file
set file [open CalB SMD NAMD.log r]

while { [gets $file line] != -1 } {

### Determine if a line contains SMD output. If so, write the
### timestep followed by f(dot)n to the output file
if {[lindex $line 0] == "SMD"} {

puts Soutput "[expr 0.000001 * ([lindex S$line 1] - 1090000)] [expr
Snx*[lindex $line 5] + $ny*[lindex $line 6] + $nz*[lindex $line 711"

}

### Close the log file and the output .dat file
close S$file
close S$Soutput

exit
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ANEXO H - Cédigo para calculo da area de superficie acessivel a agua

Para o calculo da area de superficie acessivel a agua do residuo 249 da

R249L, na janela do Tk Console, foi inserido o0 comando:

measure sasa 1.4 [atomselect top "resid 249"]

Para o calculo da area de superficie acessivel a solvente do residuo 281 da

A281E, na janela do Tk Console, foi inserido o comando:

measure sasa 1.4 [atomselect top "resid 281"]
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ANEXO | - Cédigos para a Identificacao de residuos vizinhos

Para saber as posi¢cdes dos residuos vizinhos, na janela do Tk Console,

foram inseridos os comandos:
set glus [atomselect top "resname GLU"]
Sglus get {resid chain}

Depois, para saber quais eram os residuos vizinhos, na janela do Tk Console,

foram inseridos os comandos:
foreach r {81 188 269 294} {
set sel [atomselect top "resid $r and chain P and name CA"]

puts "Resid $r: [lindex [$sel get resname] 0]"
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ANEXO J - Script “ft_deslocamento.tcl”

### Open the log file for reading and the output .dat file for writing
set file [open CalB SMD NAMD.log r]

set output [open ft deslocamento.dat w]

### Gather input from user.
puts "Enter a value for n x:"
set nx [gets stdin]

puts "Enter a value for n y:"
set ny [gets stdin]

puts "Enter a value for n z:"

set nz [gets stdin]

### Loop over all lines of the log file
set file [open CalB SMD NAMD.log r]

while { [gets $file line] != -1 } {

### Determine if a line contains SMD output. If so, write the
### timestep followed by f(dot)n to the output file
if {[lindex $line 0] == "SMD"} {

#puts Soutput "[lindex $line 1] [expr $nx*[lindex S$line 5] + S$Sny*[lindex
Sline 6] + $nz*[lindex $line 711"

#puts Soutput "[[1.3663e-05*expr[lindex $1line 1]1-1090000]] [expr
Snx*[lindex $line 5] + $ny*[lindex $line 6] + $nz*[lindex $line 7]1"

puts Soutput "[expr 1.3663e-5 * ([lindex $line 1] - 1090000)] [expr
Snx*[lindex $line 5] + $ny*[lindex $line 6] + $nz*[lindex $line 711"

}
}

### Close the log file and the output .dat file
close S$file
close Soutput

exit



ANEXO K - Script “trabalho.py”

import numpy as np

# Step 1: Read the file, removing the first line and lines where x > 750
def read data(filename) :
x =[]

y = [l

# Read the file line by line
with open(filename, 'r') as f:

lines = f.readlines () [1l:] # Skip the first line

for line in lines:

values = line.split()

x val = float(values[0])

# Skip the line if x > 750
if x val > 750:

continue

# Add the x and y values to their respective lists
x.append (x_val)

y.append (float (values|[1l]))

return np.array(x), np.array(y)

# Step 2: Apply Trapezoidal Rule

def calculate area(x, y):
# Calculate the area using the Trapezoidal Rule
area = np.trapz(y, Xx)

return area
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# Step 3: Main process

def main () :

filename = 'ft deslocamento.dat' # Your file name here

# Read the data from the file

x, y = read data(filename)

#print (x)

#print (y)

# Calculate the area under the curve using the
area = calculate area(x, y)

print ("Area under the curve (Trapezoidal Rule)
print ("Area under the curve (Trapezoidal Rule)

print ("Area under the curve (Trapezoidal Rule)
"kcal/mol")

if name == ' main ':

main ()

Trapezoidal Rule

:", area, "pN*A")
:", area*6.242e-4,

:", area*1.439%e-3,

"eV")
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ANEXO L - Graficos com os dados brutos de forga vs tempo. (A) CalB_WT. (B)
A281E. (C) R249L.
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ANEXO M - Graficos com os dados brutos do numero de ligagdes de
hidrogénio vs tempo (ns). (A) CalB_WT. (B) A281E. (C) R249L.
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ANEXO N - Graficos com os dados brutos de for¢ga vs deslocamento. (A)
CalB_WT_r1. (B) CalB_WT_r2. (C) CalB_WT_r3. (D) A281E_r1. (E) A281E_r2. (F)
A281E_r3. (G) R249L_r1. (H) R249L _r2. (I) R249L _r3.
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