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Resumo

Estruturas proteicas e seus mecanismos de enovelamento são dependentes do ambiente
molecular. Proteínas podem adotar conformações distintas - ativas, inativas ou com diferentes
funcionalidades - em função da temperatura, pressão ou características do solvente no qual estão
inseridas. Embora as proteínas desempenhem suas funções em meios predominantemente aquosos,
mesmo no ambiente celular, há uma variedade de espécies, como cossolventes e íons, que
influenciam sua estrutura e função. Além disso, alguns cossolventes são usados in vitro para
estabilizar proteínas e melhorar sua função em aplicações biotecnológicas. Os cossolventes estão
presentes em organismos vivos e em diversas formulações, mas o mecanismo pelo qual afetam a
estabilidade de proteínas, seja na sua forma nativa ou nas conformações não nativas, muitas vezes
não é claro. Nesta tese, abordamos sobre o enovelamento de proteínas, e como diferentes
solventes afetam sua termodinâmica. No Capítulo 3, investigamos o enovelamento do peptídeo
(AAQAA)3 em água e em soluções de 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE), com o objetivo de elucidar os
mecanismos estabilizadores do TFE. Utilizamos simulações de Dinâmica Molecular com troca de
réplicas para melhorar a amostragem do peptídeo. No Capítulo 4, analisamos como o
enovelamento do domínio B da proteína A (BdpA) está associado à formação de sua estrutura
secundária e às estruturas de hidratação. Neste caso, utilizamos simulações computacionais com
os modelos baseados na estrutura (SBMs, Structure-Based Models). Nossos resultados permitiram
agrupar as estruturas parcialmente enoveladas da BdpA, possibilitando a compreensão dos efeitos
de osmólitos na estabilidade relativa dos conjuntos de estruturas de enovelamento, que são
abordados com detalhes no Capítulo 5. Neste Capítulo, discutimos como os osmólitos ureia e
TMAO atuam no mecanismo de estabilização dos diferentes conjuntos de enovelamento do
domínio SH3 e da proteína BdpA, que são proteínas com motivos estruturais distintos e modelos
para estudos de enovelamento. Os efeitos do solvente foram abordados a partir das funções de
distribuição de mínima-distância (MDDFs, Minimum-distance distribution functions) e da teoria de
soluções de Kirkwood-Buff. Finalmente, no Capítulo 6 abordamos aspectos sobre o mecanismo de
enovelamento da proteína MAD2 (Mitotic spindle assembly checkpoint protein). A MAD2 é uma
proteína que se enovela de forma reversível em dois estados nativos distintos: o inativo e o ativo.
O modelo desenvolvido neste trabalho captura a transição entre esses dois estados.



Abstract

Protein structures and their folding mechanisms are dependent on the molecular
environment. Proteins can adopt distinct conformations - active, inactive, or with different
functionalities - depending on temperature, pressure, or the characteristics of the solvent in which
they are immersed. Although proteins perform their functions primarily in aqueous environments,
even within the cellular milieu, various species, such as cosolvents and ions, influence their
structure and function. Additionally, some cosolvents are used in vitro to stabilize proteins and
enhance their function in biotechnological applications. Cosolvents are present in living organisms
and various formulations, but the mechanism by which they affect protein stability - whether in the
native state or non-native conformations - is often unclear. This thesis explores protein folding and
how different solvents affect its thermodynamics. In Chapter 3, we investigate the folding of the
(AAQAA)3 peptide in water and 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE) solutions to elucidate TFE’s
stabilizing mechanisms. We employ Replica Exchange Molecular Dynamics simulations to enhance
peptide sampling. In Chapter 4, we analyze how the folding of the B domain of protein A (BdpA)
is associated with its secondary structure formation and hydration structures. In this case, we use
simulations with Structure-Based Models (SBMs). Our results allowed us to group partially folded
BdpA structures, enabling an understanding of the effects of osmolytes on the relative stability of
folding ensembles, which are discussed in detail in Chapter 5. Chapter 5 examines how the
osmolytes urea and TMAO contribute to the stabilization mechanisms of different folding
ensembles of the SH3 domain and BdpA, proteins with distinct structural motifs widely adopted as
models for folding studies. Solvent effects are analyzed using Minimum-Distance Distribution
Functions (MDDFs) and Kirkwood-Buff theory. Finally, in Chapter 6, we address aspects of the
folding mechanism of the MAD2 protein (Mitotic Spindle Assembly Checkpoint Protein). MAD2
undergoes reversible folding into two distinct native states: inactive and active. The model
developed in this work captures the transition between these two states.
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CAṔITULO 1. CONTEXTUALIZAÇÃO 26

Caṕıtulo 1

Contextualização

As proteínas constituem uma classe de biomoléculas essenciais para a manutenção dos

processos biológicos, participando de praticamente todos os mecanismos responsáveis pela

sobrevivência dos organismos vivos.1 Essas biomoléculas são constituídas por sequências de

aminoácidos (AAs), definidas pela evolução, que se auto-organizam formando as estruturas

secundárias, como as hélices-³ e as folhas-´. Entretanto, em muitos casos, a função biológica da

proteína está intimamente relacionada à sua estrutura terciária, originada pelo arranjo

tridimensional de todos os átomos no espaço.2 Esse arranjo tridimensional funcional é denominado

de estado nativo que, de acordo com a hipótese de Anfinsen, corresponde ao mínimo de energia

livre de Gibbs.3 Entretanto, algumas estruturas terciárias se agregam a outras subunidades

proteicas para encontrar o seu estado nativo. Nesses casos, a formação de dímeros ou outras

estruturas complexas compõem a estrutura quaternária da proteína (Figura 1.0.0.1).

Tendo em vista que, na maioria das vezes, as funções das proteínas estão intimamente

relacionadas à sua estrutura tridimensional, um problema central na biologia molecular é o

entendimento do processo pelo qual uma sequência de aminoácidos adquire sua estrutura

enovelada. A resolução desse problema físico-químico é complexa e exige a compreensão detalhada

dos mecanismos envolvidos nessa transição conformacional, bem como das interações não

covalentes envolvidas. Essas interações dividem-se em específicas - predominantemente

eletrostáticas - e não específicas, como as interações hidrofóbicas e de van der Waals, que

desempenham papéis fundamentais no processo de enovelamento.4 Todavia, a natureza e

magnitude dessas interações dependem de condições físicas - como pressão e temperatura - e

químicas - como concentrações de cossolventes - nas quais as estruturas estão envolvidas.
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Os cossolventes são predominantes moléculas orgânicas de baixo peso molecular, que

estão presentes até mesmo na célula, e podem auxiliar tanto na modulação da estabilidade quanto

no rompimento das interações que mantêm a estrutura.1,5 Em certos contextos, os cossolventes

são denominados de osmólitos, tendo em vista que são utilizados pelas células de muitos

organismos para conter o estresse osmótico.6 Muitos organismos experienciam o estresse osmótico

de diferentes formas, como desidratação celular, alta concentração extracelular de sal e variações

de pH, temperatura e pressão. Dadas essas particularidades dos cossolventes, uma descrição

detalhada dos seus efeitos no enovelamento de proteínas pode guiar a compreensão dos fatores

termodinâmicos envolvidos nesse mecanismo, visando otimizar suas aplicações na indústria

farmacêutica e biotecnológica.

Figura 1.0.0.1: Representação dos níveis de estrutura nas proteínas. A estrutura primária consiste em
uma sequência de aminoácidos unidos por ligações peptídicas, incluindo quaisquer pontes dissulfeto.
A estrutura secundária destaca a formação das hélices-³ e das folhas-´. A estrutura terciária mostra
o arranjo tridimensional da proteína, enquanto a estrutura quaternária evidencia a associação de
subunidades proteicas.
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1.1 Enovelamento de protéınas

Proteínas são macromoléculas que desempenham um papel fundamental em

praticamente todos os processos biológicos. A forma funcional da proteína está, na maioria das

vezes, associada a uma estrutura tridimensional bem definida, conhecida como estado nativo. Do

ponto de vista termodinâmico, a estabilidade de uma proteína é determinada pela diferença de

energia livre entre os diferentes estados que ela pode assumir, dependendo das condições

ambientais.4 Em um modelo simples, no qual apenas os estados nativo (N, native) e desenovelado

(U, unfolded) estão em equilíbrio,

N á¾ U (1.1.0.1)

a diferença de energia livre associada ao processo de desenovelamento é dada pela Equação 1.1.0.2.

∆G = −RT ln
(

U

N

)

= −RT ln(Keq) = ∆H − T∆S (1.1.0.2)

em que ∆G, ∆H e ∆S são as mudanças de energia livre, entalpia e entropia, respectivamente. R

é a constante universal dos gases, T é a temperatura (em Kelvin) e Keq é a constante de equilíbrio

entre os estados nativo e desenovelado.

A variação de energia livre é uma medida quantitativa que define a população dos

estados nativo e desenovelado, cujo equilíbrio entre eles está na ordem de alguns kcal·mol−1.1 As

contribuições entálpicas e entrópicas são da ordem de centenas de kcal·mol−1, mas contribuem

para ∆G em direções opostas.1,6 A variação de entalpia é primeiramente associada às ligações de

hidrogênio, interações eletrostáticas, forças de van der Waals, interações hidrofóbicas, e ligações de

dissulfeto. Portanto, essas interações são mais prevalentes no estado enovelado do que no estado

desenovelado, resultando em uma variação de entalpia negativa para a reação de desenovelamento.

Por outro lado, a entropia conformacional é maior no estado desenovelado, resultando em uma

contribuição positiva para a energia livre.

Além disso, a estabilização da proteína se estende por interações entre a cadeia

polipeptídica e o solvente. No estado enovelado, os resíduos hidrofóbicos formam interações de
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van der Waals favoráveis e se protegem da água (as interações em si são fracas), enquanto que os

resíduos carregados e polares encontram-se predominantemente na superfície da proteína. Uma

exceção são os grupos polares da cadeia principal da proteína (CO e NH), que foram ligações de

hidrogênio intracadeia e dão origem aos elementos de estrutura secundária, como as hélices-³ e as

folhas-´. No estado desenovelado, a proteína expõe a área superficial de resíduos não polares das

cadeias laterais para as moléculas de água, e diminui a rede de ligações de hidrogênio formadas

com a água, resultando em um estado energético desfavorável. Para minimizar esse efeito, as

moléculas de água precisam se reorientar para formar ligações de hidrogênio entre elas. No geral,

isso resulta em uma perda de energia do sistema e de entropia em torno da proteína.1 Uma forma

de neutralizar a penalização entrópica deste efeito se dá pelas interações favoráveis entre os

resíduos da proteína. A consequência dessas interações é o empacotamento da cadeia polipeptídica

em torno dos núcleos hidrofóbicos por meio de forças dispersivas e o rompimento de interações

com as moléculas de água previamente organizadas em torno desses núcleos. Esse fenômeno,

conhecido como efeito hidrofóbico,4 é essencialmente de natureza entrópica e está correlacionado

com a quantidade da área superficial acessível ao solvente com o enovelamento.

1.2 Teoria do enovelamento de protéınas

Na década de 60, os trabalhos de Christian Anfinsen e colaboradores tiveram um papel

importante para o estudo do enovelamento de proteínas.7,8 Um de seus estudos, que envolvia uma

enzima chamada ribonuclease, mostrou que a adição de agentes desnaturantes remove

completamente a atividade da enzima.3 Entretanto, eles perceberam que após a remoção dos

agentes desnaturantes (por diálise), a atividade enzimática era recuperada. Ou seja, a enzima se

enovelou espontaneamente após serem restabelecidas as condições fisiológicas. A partir desse

estudo, Anfinsen concluiu que a sequência de aminoácidos contém a informação necessária para

caracterizar o estado nativo. Além disso, estabeleceu-se a “hipótese termodinâmica”, sugerindo

que o estado nativo é o estado com energia livre mínima no ambiente fisiológico.3 Este trabalho foi

reconhecido com o Prêmio Nobel de Química em 1972.

Embora o enovelamento de proteínas seja um processo físico-químico complexo, esse

mecanismo ocorre em uma escala de tempo relativamente curta (microssegundos a segundos),
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comparada com as inúmeras possíveis conformações que, supostamente, a proteína poderia adotar.

Em 1969, Levinthal9–11 argumentou que não era possível uma proteína vasculhar todo o espaço

conformacional na busca pelo menor valor de energia livre para que se enovelasse. Por exemplo,

vamos supor que a proteína tem N resíduos e, para cada um dos resíduos, µ orientações no espaço.

Logo, o número de conformações distintas que podem ser obtidas é igual a µN . Considerando

um caso genérico de uma proteína com 100 aminoácidos, e que cada resíduo tem apenas três

possibilidades de conformação, o número de conformações totais seria igual a 3100 = 5 × 1047.

Além disso, vamos supor que a mudança de conformação da cadeia pode ocorrer na escala de

tempo de picossegundos. Mesmo assim, um único evento de enovelamento levaria aproximadamente

5×1047×1 ps ≈ 2.5×1050 anos. Esse argumento deixa claro que a busca aleatória pela conformação

nativa não é correta.

A resolução desse paradoxo foi proposta a partir da análise cinética do processo de

enovelamento. Em 1992, Zwanzig, Szabo e Bagchi demonstraram, por meio de um modelo

estatístico, que ao introduzir um viés energético contra as conformações incorretas, os tempos de

enovelamento se tornavam compatíveis com os observados experimentalmente.11 Posteriormente,

uma outra abordagem baseada nesse argumento, porém com conceitos matemáticos mais simples,

captura os aspectos fundamentais do tempo de enovelamento e fornece uma explicação para o

limite de tamanho das proteínas reais.10 Essas abordagens sugerem que o enovelamento não é uma

busca aleatória, mas sim um processo guiado por um custo energético que direciona a proteína à

conformação nativa.

Uma outra explicação para o paradoxo de Levinthal é a teoria da paisagem energética

(ELF, Energy Landscape Theory), desenvolvida no final da década de 1980 por Wolynes, Onuchic

e colaboradores.12 Essa teoria busca descrever os princípios que governam os mecanismos de

enovelamento de proteínas, no contexto de modelos simplificados da mecânica estatística de

polímeros, teoria de vidros de spin e simulações computacionais.13,14 Vidros de spin, como sistemas

magnéticos e heteropolímeros aleatórios, são sistemas com uma paisagem energética rugosa, com

várias estruturas diferentes apresentando energias muito baixas, mas próximas entre si. De forma

semelhante aos vidros de spin, as proteínas também apresentam uma superfície de energia rugosa,

mas com a diferença de que a sequência de aminoácidos é selecionada ao longo da evolução.

A ELT incorpora o princípio de frustração mínima12 para explicar a eficiência do



CAṔITULO 1. CONTEXTUALIZAÇÃO 31

enovelamento de proteínas. Ou seja, a sequência de aminoácidos evoluiu de modo que a maioria

das interações são “minimamente frustradas” ou, em outras palavras, “maximamente

consistentes”.14 Embora interações não nativas estejam presentes, durante o enovelamento, elas

são minimizadas para impedir armadilhas cinéticas. Essa condição é necessária para obter uma

paisagem energética afunilada,15 que fornece uma visão global dos estados envolvidos no

enovelamento.

O funil de energia é uma representação utilizada para mostrar as possíveis rotas de

enovelamento (Figura 1.2.0.1).15 O eixo y (altura) do funil representa a energia livre de uma única

conformação, e o eixo x (largura do funil) a entropia conformacional. No topo do funil, encontram-

se as estruturas desenoveladas, cuja entropia conformacional é máxima. À medida que interações

consistentes vão sendo formadas, a energia livre do sistema, em média, diminui, até atingir o estado

nativo. No estado nativo, a sequência de aminoácidos corresponde à conformação de menor energia

livre e entropia conformacional. Desta forma, o enovelamento ocorre por uma organização de um

conjunto de estruturas, em vez de intermediários específicos. Consequentemente, existem muitas

rotas específicas, e não apenas um caminho, que levam ao estado nativo. Isso satisfaz a hipótese

termodinâmica de Anfinsen de forma direta e rápida.
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Figura 1.2.0.1: Representação do funil de energia do enovelamento da proteína SH3.16 O processo
de enovelamento ocorre por meio da organização progressiva de conjuntos de estruturas (à esquerda)
em um funil de energia livre (à direita). No topo do funil, encontram-se as estruturas desenoveladas,
com alta entropia conformacional, a qual é compensada pela energia livre adquirida à medida que
as interações nativas são formadas. Figura adaptada de Brooks III et al. (2001).16

1.3 Interações entre osmólitos e protéınas

O enovelamento de proteínas, bem como os diferentes conjuntos de estruturas, são

fortemente dependentes do meio em que se encontram. Em resposta ao estresse osmótico, muitos

organismos utilizam osmólitos, que atuam como cossolventes, a fim de atenuar os efeitos no equilíbrio

entre os estados nativo e desenovelado da proteína, mantendo-a funcional. O estresse osmótico pode

resultar de condições químicas - como a alta concentração extracelular de sal, desidratação celular,

e valores extremos de pH - e físicas - como variações de temperatura e pressão. Esses fatores

influenciam no tipo de osmólito que é mais comumente utilizado pelos organismos.6,17

As três maiores classes de osmólitos são os 1) aminoácidos e seus derivados, 2) sais

de metilamônio, e os 3) açúcares e poliálcoois.6 Alguns exemplos de osmólitos que compõem essas

classes são 1) prolina, taurina e ácido aspártico; 2) N-óxido de trimetilamina (TMAO), colina e glicina
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betaína; e 3) glicose, sorbitol e glicerol, respectivamente. Uma outra classificação, baseada no tipo

de efeito causado na estrutura da proteína, trata-se de osmólitos compatíveis e não compatíveis.

Os osmólitos compatíveis aumentam a estabilidade da proteína contra condições desnaturantes (por

exemplo, o TMAO). Por outro lado, os osmólitos não compatíveis atuam desestabilizando a estrutura

da proteína. Os exemplos mais conhecidos para a classe dos osmólitos não compatíveis são a ureia

e o cloreto de guanidina (GdmCl). Na Figura 1.3.0.1 encontra-se a representação estrutural desses

osmólitos.

Figura 1.3.0.1: Representação estrutural de osmólitos compatíveis (nomeados em azul) e não
compatíveis (nomeados em vermelho). As três maiores classes de osmólitos compatíveis são: 1)
aminoácidos e seus derivados, como a prolina, taurina e o ácido aspártico; 2) sais de metilamônio,
como o TMAO, colina e glicina betaína; e os 3) açúcares e poliálcoois, como a glicose, sorbitol e o
glicerol. Os osmólitos não compatíveis mais comuns são a ureia e o GdmCl.

Os osmólitos foram primeiramente observados na natureza e, posteriormente,
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desenvolvidos para serem aplicados na indústria, a fim de otimizar formulações biológicas.

Estima-se que os osmólitos mais utilizados em formulações disponíveis atualmente são derivados

de aminoácidos (41%), como glicina e histidina, e de carboidratos (36%),18 como sacarose e o

manitol. A importância de osmólitos nos estágios do desenvolvimento de vacinas, como nas etapas

de produção, purificação, estabilidade da proteína, também tem sido destacada.19 Estudos indicam

que, na etapa de produção de vacinas, osmólitos podem estimular a taxa de crescimento dos

microrganismos cultivados e, portanto, a produção de antígenos. Na etapa de purificação de vírus

para vacinas, os osmólitos atuam como agentes floculantes, promovendo a agregação das

partículas virais e facilitando sua remoção do meio. Esse efeito contribui para a redução de custos

em comparação com métodos tradicionais, como ultracentrifugação e cromatografia, e é

especialmente vantajoso em grandes escalas de produção.19

Osmólitos atuam como estabilizadores ou desestabilizadores em função da sua

interação com proteínas. Os estabilizadores apresentam interações desfavoráveis com a proteína, e

estabilizam estruturas mais compactas pelo mecanismo de exclusão preferencial, ou seja,

hidratação preferencial.20 Esse mecanismo é desfavorável, pois aumenta a energia livre da proteína.

Para reduzir essa energia, a proteína permanece enovelada. Em nível microscópico, a concentração

de osmólitos em regiões próximas da proteína é menor do que a que existiria nesta mesma solução

na ausência de proteína no meio, ou seja, na ausência de interações proteína-osmólito. Por outro

lado, os osmólitos desestabilizadores apresentam interações favoráveis com a proteína, e

estabilizam estruturas de maior superfície exposta ao solvente pelo mecanismo de interação

preferencial. Neste caso, ocorre um acúmulo de osmólitos ao redor da proteína, de tal forma que a

concentração do osmólito nessa região é maior do que a concentração no bulk da solução, onde a

interação proteína-osmólito é negligenciada (Figura 1.3.0.2).
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Figura 1.3.0.2: Ilustração esquemática dos mecanismos mais prováveis de estabilização de proteínas
por osmólitos protetores (lado esquerdo) e de desestabilização por desnaturantes (lado direito).
Figura adaptada de Rani & Venkatesu (2018).6

O papel de osmólitos/cossolventes na modulação da estabilidade e enovelamento de

proteínas é evidente, mas as interações entre essas moléculas e a superfície heterogênea da

proteína é fraca e com diferentes afinidades. Compreender essas interações é essencial para

elucidar como os cossolventes influenciam os caminhos de enovelamento de proteínas, tendo em

vista que essas moléculas podem estabilizar ou desestabilizar intermediários estruturais específicos.

Esse entendimento pode ser alcançado diretamente a partir da teoria de soluções de

Kirkwood–Buff (KB).21 A teoria de KB é uma teoria exata válida para qualquer solução isotrópica

em equilíbrio termodinâmico, e será abordada na seção 2.1.2.21,22
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Caṕıtulo 2

Metodologia

2.1 Caracterização termodinâmica das estruturas do solvatação

A forma em que as moléculas de solvente se distribuem na solução contendo um soluto,

como uma proteína, pode ser obtida por meio de funções de distribuição. Esta seção revisa o

formalismo e métodos computacionais para obter as funções de distribuição de mínima-distância

(MDDFs, Minimum distance distribution-functions), as integrais de Kirkwood-Buff (IKBs) e os

parâmetros de interação preferencial (Γs), calculados com o pacote ComplexMixtures.jl.23 Ao longo

do texto, as notações p, w, c, e s serão usadas para referir ao peptídeo (ou proteína), água,

cossolvente, e qualquer componente do solvente (água ou cossolvente), respectivamente.

2.1.1 Funções de Distribuição de Ḿınima-Distância

As MDDFs24 fornecem uma visão clara das estruturas de solvatação e apresentam

vantagens em relação às funções de distribuição radial (RDF),25 especialmente para solutos não

esféricos (como as proteínas, e, particularmente os estados desenovelados). Isso é possível pois, em

vez de computar as distâncias entre os centros de massa do soluto e do solvente (comum no

cálculo das RDFs), as MDDFs adotam a distância mínima entre átomos do solvente e os átomos

do soluto. Especificamente, a “distância mínima” refere-se a menor distância entre qualquer

átomo de cada molécula do solvente e qualquer átomo do soluto na solução. Com isso, as MDDFs

consideram automaticamente a forma das moléculas de soluto e solvente, resultando em funções

de distribuição facilmente interpretáveis do ponto de vista das interações físico-químicas

específicas.24

As MDDFs, aqui representadas por gps(r), são descritas em termos da densidade
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numérica média de átomos do solvente, ns(r), relativa à densidade em uma distribuição de gás

ideal, n∗

s(r),

gps(r) =
ns(r)
n∗

s(r)
(2.1.1.1)

onde r é a distância entre a proteína e o solvente.

A Figura 2.1.1.1 representa uma MDDF genérica de um solvente em relação à proteína,

caracterizada por três regiões principais: a distância de exclusão, as camadas de solvatação, e a

região conhecida como bulk da solução. A distância de exclusão consiste na região ao redor da

proteína que é inacessível às moléculas do solvente. Em distâncias (r) maiores, é possível observar

a formação da primeira camada de solvatação, em decorrência de interações favoráveis entre a

proteína e o solvente. Posteriormente, a MDDF é caracterizada por regiões de depleção e acúmulo

de moléculas de solvente ao redor da proteína, resultantes das sucessivas camadas de solvatação.

Em distâncias longas, geralmente a partir de 10 Å no caso da água, a MDDF converge para 1, como

consequência dos valores de ns(r) e n∗

s(r) serem praticamente iguais. Nessa região (denominada de

região bulk), o soluto não interfere mais na estrutura do solvente.

Figura 2.1.1.1: Representação da MDDF de um solvente em relação à uma proteína em função da
distância r. A figura mostra a região da distância de exclusão, das camadas de solvatação e da
região de bulk. Na região bulk, o soluto não interfere mais na estrutura do solvente, e a MDDF
converge para 1, como indicado pela linha cinza.
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Após serem devidamente normalizadas, as MDDFs podem ser utilizadas para calcular as

IKBs21,26 e parâmetros de interação preferencial, com base na teoria de soluções de Kirkwood-Buff

(seção 2.1.2).21,26,27 Dessa forma, torna-se possível conectar a visão microscópica da solvatação com

parâmetros termodinâmicos.20

2.1.2 Teoria de soluções de Kirkwood-Buff

Em 1951, Kirkwood e Buff publicaram uma teoria, baseada na mecânica estatística, que

relaciona funções de distribuição molecular para um sistema multicomponente no ensemble grande

canônico (µVT) com quantidades termodinâmicas macroscópicas.21,26,27 A teoria de Kirkwood-Buff

(KB) permite obter grandezas termodinâmicas como a compressibilidade e volume molar parcial, que

podem ser expressas por meio de integrais de volume das funções de correlação dos pares (gij(r)).

Essas integrais, são conhecidas como integrais de Kirkwood-Buff (IKBs).

Tendo em vista que a teoria de KB é baseada no ensemble µVT, as integrais de KB

são definidas para sistemas abertos. Por outro lado, simulações de DM são mais convenientemente

realizadas nos ensembles canônico (NVT), isotérmico-isobárico (NPT) ou micro-canônico (NVE),

que correspondem a sistemas fechados. N, V, P, E, e T correspondem ao número de partículas,

volume, pressão, energia e temperatura do sistema. Por esse motivo, as funções de distribuição

para simulações µVT e NPT diferem por um termo da ordem de 1/N, em que N é o número de

partículas do sistema.28 Rigorosamente, a convergência da função de distribuição para um, em longas

distâncias, seria violada. No entanto, para sistemas suficientemente grandes, os cálculos convergem

para resultados corretos, independentemente do ensemble utilizado.28 Por conta disso, é possível

definir a IKB para um sistema fechado, de tamanho finito.

As IKBs, de um solvente em relação à uma proteína, por exemplo, podem ser calculadas

a partir de ns(r) e n∗

s(r)24 (definidos na seção anterior):

Gps =
1
Äs

∫
∞

0

[ns(r) − n∗

s(r)]S(r)dr (2.1.2.1)

em que s é a concentração do solvente no bulk da solução e S(r) é a superfície definida pela distância

mínima r em relação a qualquer átomo do soluto. Devido à contagem de distâncias mínimas, S(r)
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depende do formato do soluto.

Ao integrar a Equação 2.1.2.1 para um subvolume finito do sistema, obtém-se uma

aproximação da IKB, expressa na Equação 2.1.2.2.

Gps(R) ≈
1
Äs

[Nps(R) − N∗

ps(R)] (2.1.2.2)

em que N
ps

(R) e N
∗

ps
(R) são o número de distâncias mínimas entre a proteína e o solvente menores

que R, e o número de distâncias mínimas equivalentes dentro de R em um sistema com distribuição

de gás ideal (ou seja, na ausência de interações proteína-solvente), respectivamente.24,29,30

As IKBs representadas nas equações 2.1.2.1 e 2.1.2.2 podem ser interpretadas como uma

medida de acúmulo ou depleção de moléculas de um determinado componente do solvente na região

integrada (R), em relação ao número de moléculas que estariam presentes em uma distribuição de

gás ideal – ou seja, na ausência de interações com a proteína. Essa região, denominada “domínio

da proteína”, corresponde ao volume da solução em que a presença da proteína afeta a distribuição

dos componentes do solvente, como água ou cossolvente. Assim, as IKBs quantificam o excesso

ou a deficiência de determinado componente ao redor da proteína, refletindo a afinidade entre esse

componente e o soluto.22

Em um sistema ternário, contendo soluto, solvente e cossolvente, é possível definir

o parâmetro de interação preferencial (Γ). O Γ é uma propriedade termodinâmica que permite

quantificar a acumulação relativa das moléculas de solvente e cossolvente em torno do soluto.17,31,32

A partir de (Γ), é possível determinar qual componente da solução interage preferencialmente com

o soluto. Parâmetros de interação preferencial para sistemas biomoleculares podem ser obtidos

por experimentos de diálise no equilíbrio.33 De uma forma resumida, duas soluções tamponadas -

apenas uma delas contendo o cossolvente - são separadas por meio de uma membrana permeável ao

cossolvente, mas impermeável à biomolécula. Ao adicionar a proteína em um dos compartimentos, o

cossolvente move-se livremente entre as soluções, concentrando-se mais em uma delas, dependendo

da sua afinidade com a proteína (Figura 2.1.2.1).34
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Figura 2.1.2.1: Ilustração do experimento de diálise no equilíbrio. A figura mostra duas soluções
separadas por uma membrana permeável (retângulo laranja) ao cossolvente (triângulos pretos) mas
impermeável à proteína (círculos cinzas). Figura adaptada de Pinger et al. (2017).34

Após o equilíbrio, a concentração do cossolvente livre no compartimento de tampão

é medida para determinar, de forma indireta, a quantidade de cossolvente ligado à proteína e,

consequentemente, o Γ.35 Matematicamente, Γ é definido de acordo com a Equação 2.1.2.3.

Γ =

(

∂mc

∂mp

)

T,µs,µc

(2.1.2.3)

em que mc e mp são a molalidade do cossolvente e da proteína; T é a temperatura do sistema; s e c

representam o potencial químico do solvente (usualmente a água) e do cossolvente, respectivamente.

É razoável supor que manter µs, µc e T constantes equivale a manter µc, T e P

constantes.36 Assim, pode-se escrever:

Γ =

(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

(2.1.2.4)
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em que µ é o potencial químico e m é a concentração molal das espécies.

Γ representa a mudança na concentração do cossolvente necessária para manter o

potencial químico µc constante quando a proteína é introduzida na solução.5,37 Se a adição da

proteína na solução levar a um acúmulo do cossolvente no domínio do soluto, Γpc será positivo.

Logo, será necessário uma adição de cossolvente (aumento de mc) para manter o seu potencial

químico. Por outro lado, um valor de Γpc negativo significa que a concentração de cossolvente no

domínio da proteína é menor que a sua concentração no bulk. Nesse caso, a adição da proteína na

solução requer uma diminuição da concentração de cossolvente para manter µc constante. Em

casos específicos, o Γpc pode ser igual a zero. Nesse caso, o domínio da proteína é ocupado por

moléculas de água ou de cossolvente com afinidades iguais, de tal forma que a composição do

cossolvente no domínio da proteína e no bulk será a mesma.38 Resumidamente, Γpc consiste no

número de moléculas do cossolvente em excesso (Γpc > 0), ou déficit (Γpc < 0), no domínio da

proteína, considerando o volume molecular do cossolvente no bulk da solução.

Dado que a regra cíclica para derivadas parciais de três variáveis independentes A, B, e

C é dada por:

(

∂A

∂B

)

C

(

∂B

∂C

)

A

(

∂C

∂A

)

B

= −1 (2.1.2.5)

pode-se aplicá-la à Equação 2.1.2.4, e perceber que o Γ também pode ser expresso como a variação

no potencial químico da proteína com o potencial químico do cossolvente na solução.

(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

(

∂mp

∂µc

)

T,P,mc

(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

= −1 (2.1.2.6)

Logo,

Γ =

(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

= −

(
∂µc

∂mp

)

T,P,mc
(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

= −

(
∂µp

∂mc

)

T,P,mp
(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

=

(

∂µp

∂µc

)

T,P,mp

(2.1.2.7)
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Em uma solução contendo a proteína (soluto) idealmente diluída, o parâmetro de

interação preferencial do cossolvente à proteína (Γpc) pode ser calculado a partir da diferença das

IKBs dos componentes do solvente, de acordo com a Equação 2.1.2.8.

Γpc ≈ Äc [Gpc(R) − Gpw(R)] (2.1.2.8)

Similarmente, o parâmetro de hidratação preferencial é definido como:

Γpw ≈ Äw [Gpw(R) − Gpc(R)] (2.1.2.9)

Os parâmetros pc e pw apresentam sinais opostos. Portanto, se Γpc for maior do que

zero, Γpw será negativo, isto é, a proteína é efetivamente desidratada.

Conforme discutido anteriormente, os cossolventes podem influenciar o processo de

enovelamento de proteínas. Dado que os Γpc para os estados enovelado e desenovelado sejam

conhecidos, é possível compreender a direção para a qual um cossolvente irá favorecer a reação em

uma dada concentração de cossolvente utilizando a relação de ligação de Wyman.20,39,40 A relação

de ligação de Wyman afirma que a variação da constante de equilíbrio para a reação de

desnaturação (K) com a atividade do cossolvente (ac) é igual à diferença entre os parâmetros de

interação preferencial do cossolvente nos estados desenovelado (ΓUc) e nativo (ΓNc) (Equação

2.1.2.10).40

(

∂lnK

∂ln (ac)

)

T,P,ap

= ∆Γ = ΓUc − ΓNc (2.1.2.10)

em que T , P e ap são a temperatura (em Kelvin), a pressão e a atividade da proteína. Se ∆Γ for

positivo, o estado desenovelado é estabilizado em relação ao estado nativo pela adição do cossolvente.

Caso contrário, ∆Γ < 0, o estado nativo é estabilizado em relação ao estado desenovelado. Se ∆Γ

for zero, o cossolvente não tem efeito na reação em uma dada composição de cossolvente.
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2.1.3 Energia livre de transferência

Para muitas proteínas, o processo de desnaturação é reversível. Isso implica que os

estados nativo e desenovelado existem em equilíbrio termodinâmico, e que a diferença de energia

livre entre esses estados é de apenas algumas quilocalorias por mol, como discutido na seção 1.1.

Evidentemente, no ambiente nativo, esse estado deve possuir uma energia livre inferior a todas as

possíveis conformações desenoveladas. Da mesma forma, cada estado desenovelado específico, deve

ser energeticamente o mais estável nas condições experimentais em que é predominante. Cerca

de 60 anos atrás Tanford e Nozaki iniciaram o desenvolvimento de um modelo quantitativo para

explicar o processo de desnaturação de proteínas por ureia e cloreto de guanidina (GdmCl), que ficou

conhecido como Modelo de Transferência de Tanford.39,41–43 O Modelo de Transferência de Tanford

é representado em um ciclo termodinâmico (Figura 2.1.3.1), que compara a diferença de energia

livre (∂∆µ) nos estados nativo (∆µ
N

p,tr
) e desenovelado (∆µ

U

p,tr
) da proteína, ao serem transferidos

da água (ou tampão) para uma solução aquosa de cossolvente, sem mudarem de conformação.

Figura 2.1.3.1: Representação do ciclo termodinâmico a partir do modelo de transferência de
Tanford.39,41 Esse ciclo ilustra como as energias livres de enovelamento entre os estados nativo (N)
e desenovelado (U), na presença de cossolvente (N

cos
á¾ U

cos
, representado por ∆µ

cos

N→U
), diferem

daquelas em um tampão aquoso (N
aq

á¾ U
aq

, representado por ∆µ
0

N→U
). Medidas diretas das

constantes de equilíbrio com e sem o cossolvente (reações na horizontal) permitem o cálculo do efeito
do cossolvente na energia livre de enovelamento, ∂∆µ

p,tr
= ∆µ

cos

N→U
− ∆µ

0

N→U
. Alternativamente,

as energias livres de transferência para os estados nativo (∆µ
N

p,tr
) e desenovelado (∆µ

U

p,tr
) podem

ser obtidas (reações na vertical), e ∂∆µ
p,tr

= ∆µ
U

p,tr
− ∆µ

N

p,tr
.

Tendo em vista que esse modelo é um representado por um ciclo termodinâmico, segue

que:
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∂∆µ = ∆µ
U

p,tr
− ∆µ

N

p,tr
= ∆µ

cos

N→U
− ∆µ

0

N→U
(2.1.3.1)

em que ∆µ
N

p,tr
, ∆µ

U

p,tr
, ∆µ

cos

N→U
, ∆µ

0

N→U
são as energias livres correspondentes às reações:

a) N
aq

á¾ N
cos

,

b) U
aq

á¾ U
cos

,

c) N
cos

á¾ U
cos

, e

d) N
aq

á¾ U
aq

, respectivamente.

A energia livre de tranferência do estado nativo, ∆µ
N

p,tr
, por exemplo, é definida como

∆µ
N

p,tr
= µ

N

p
(em cossolvente) - µ

N

p
(em água)). No entanto, experimentalmente, determina-se

∆µ
N

p,tr
, e não os valores individuais de µ

p
. A energia livre de transferência (∆µ

X

p,tr
) para os conjuntos

nativo e desenovelado é determinada pela Equação 2.1.3.2:

∆µ
X

p,tr
=
∫ mc

0

(

∂µp

∂mc

)

T,P,mp

dmc (2.1.3.2)

em que X é o estado nativo ou o desenovelado e mi é a molalidade do componente i. ∂µp

∂mc
é a

variação do potencial químico da proteína com a concentração de cossolvente. A integral é realizada

a partir da água pura até a concentração desejada mc de cossolvente.

A adição de um cossolvente à uma solução aquosa de proteína leva à variação dos

potenciais químicos da proteína (µp) e do cossolvente (µc), de modo que o termo
(

∂µp

∂mc

)

T,P,mp

da

Equação 2.1.3.2 pode ser definido como:20

(

∂µp

∂mc

)

T,P,mp

=

(

∂µc

∂mp

)

T,P,mc

(2.1.3.3)

É possível aplicar a regra cíclica (Equação 2.1.2.5) ao termo
(

∂µc

∂mp

)

T,P,mc

para obter:

(

∂µc

∂mp

)

T,P,mc

(

∂mp

∂mc

)

T,P,µc

(

∂mc

∂µc

)

T,P,mp

= −1 (2.1.3.4)
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Ao isolar o termo
(

∂µc

∂mp

)

T,P,mc

, obtém-se:

(

∂µc

∂mp

)

T,P,mc

= −
(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

(2.1.3.5)

Note que o termo
(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

é o igual ao parâmetro de interação preferencial definido

na Equação 2.1.2.4. Por via de regra, é conveniente comparar o parâmetro de interação

preferencial, expresso em função da molalidade, com unidades de concentração expressa em

gramas do componente i por gramas de água. Essas unidades podem ser facilmente convertidas,

tendo como base a equação da molalidade:

m
i

=
n

kg do solvente
=

gi

MMp · kg do solvente
(2.1.3.6)

Logo,

Γ
T,P,µc

=

(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

=

(

∂gc

MMc · kg do solvente

)

/

(

∂gp

MMp · kg do solvente

)

(2.1.3.7)

em que gi é o valor em gramas do componente i e MMp a massa molar da proteína.

Por uma simples manipulação da Equação 2.1.3.7, obtém-se:

Γ
T,P,µc

=

(

∂gc

∂gp

)

T,P,µc

(
MMp

MMc

)

(2.1.3.8)

Vamos voltar ao termo
(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

da Equação 2.1.3.5. Este termo é uma correção

para a não idealidade do cossolvente. Dado que o potencial químico do cossolvente é igual a:

µ
c

= µ
0

c
(T ) + RTln(ac) (2.1.3.9)

em que µ
0

c
(T ) é o potencial químico padrão e ac é a atividade do cossolvente (ac = mcµc, sendo

mc e µc a molalidade e o coeficiente de atividade do cossolvente). De forma equivalente à Equação
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2.1.3.10, tem-se que:

µ
c

= µ
0

c
(T ) + RTln(mc) + RTln(µc) (2.1.3.10)

A derivada da Equação 2.1.3.10 em relação a molalidade do cossolvente (mc) é igual a:

(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

= −RT




1

mc

+

(

∂lnµc

∂mc

)

T,P,mp



 (2.1.3.11)

Finalmente,
(

∂µp

∂mc

)

T,P,mp

(Equação 2.1.3.3), em uma concentração específica de

cossolvente, e a T , P e mp constantes, é definido de acordo com a Equação 2.1.3.12. Dessa

forma, os valores de ∆µ
X

p,tr
podem ser obtidos a partir dos valores de Γpc do estado X (nativo ou

desenovelado), juntamente com valores de atividade do cossolvente em diferentes concentrações.

(

∂µc

∂mc

)

T,P,mp

= −Γ
T,P,µc

(
RT · MMp

MMc

)( 1
mc

+
∂lnµc

∂mc

)

T,P,mp

(2.1.3.12)

em que MMp e MMc são as massas moleculares da proteína e do cossolvente, respectivamente; µc

é o coeficiente de atividade do cossolvente.

Uma energia livre de transferência positiva indica que o estado considerado (nativo ou o

desenovelado) é menos favorável em cossolvente do que em água. Por outro lado, uma energia livre

de transferência negativa especifica que o estado considerado é mais favorável em cossolvente do que

em água.44 Nos casos em que o cossolvente é inerte, as energias livres de tranferência,
(

∂mc

∂mp

)

T,P,µc

e
(

∂µp

∂mc

)

T,P,mp

serão iguais a zero para todas concentrações de cossolvente.38,45

2.2 Simulações de Dinâmica Molecular

A ciência do movimento de moléculas de um sistema, com uma resolução temporal da

ordem de femtossegundos, pode ser estudada por meio de simulações de dinâmica molecular (DM).

Um elemento essencial na descrição das moléculas do sistema é o conhecimento dos parâmetros e

potenciais de interações intra e intermoleculares de cada componente do sistema, a partir do qual
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as forças podem ser calculadas, bem como das equações que governam o movimento das partículas.

Equações de movimento de Newton (2.2.0.1) são adequadas para prever a trajetória das partículas

de um sistema biomolecular ao longo do tempo.

F⃗i = mia⃗i =
∂VT OT (r

1
, r

2
, ..., r

n
)

∂r
n

(2.2.0.1)

em que os parâmetros F⃗i, mi, a⃗i, ri são a força, a massa atômica, a posição, e a aceleração da

partícula i no tempo t. V
T OT

é o potencial total do sistema.

Essas equações são resolvidas simultaneamente por integração numérica, resultando

em um conjunto de equações de movimento para cada partícula do sistema. Ao final das

simulações, obtêm-se informações estrutural e dinâmica, com resolução atômica, e na escala de

tempo considerada. A escolha do potencial de interação é uma etapa essencial para a descrição

precisa do sistema de interesse. O potencial total (V
T OT

) determina as forças que atuam sobre

cada partícula, e a forma com que o sistema irá evoluir no tempo para gerar as trajetórias. V
T OT

corresponde à soma de todas as interações intra e intermoleculares presentes no sistema. O

conjunto de parâmetros e funções matemáticas utilizados para definir essas interações é

denominado campo de força.

As interações intramoleculares são geralmente descritas por potenciais harmônicos, que

modelam as vibrações das ligações (V
L
) e ângulos (V

A
), e por potenciais periódicos, que

representam os movimentos dos diedros (V
D

). Já as interações intermoleculares incluem o

potencial de Lennard-Jones (V
LJ

), responsável por descrever as forças repulsivas e atrativas,

acrescido do potencial de Coulomb (V
C
), que captura as interações eletrostáticas (Equação

2.2.0.2). Campos de força amplamente utilizados, como CHARMM, OPLS e AMBER, empregam

funções de energia potencial semelhantes às descritas pela Equação 2.2.0.2.

V
T OT

= V
S

+ V
A

+ V
D

+ V
LJ

+ V
C

(2.2.0.2)

em que,
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V
S

=
∑

ligação

kb (b − b0)
2 (2.2.0.3)

V
A

=
∑

ângulo

kθ (¹ − ¹0)
2 (2.2.0.4)

V
D

=
∑

diedro

kφ [1 + cos (nϕ − ¶)] (2.2.0.5)

V
LJ

=
∑

LJ

4ϵ
ij

[

Ã
12

r12

ij

−
Ã

6

r6

ij

]

(2.2.0.6)

V
C

=
∑

Coulomb

=

[

q
i
q

j

4Ãϵ
0
r

ij

]

(2.2.0.7)

Nas Equações 2.2.0.3 e 2.2.0.4 os parâmetros b
0

e ¹
0

correspondem, respectivamente,

ao comprimento e ângulo de equilíbrio da ligação, enquanto k
b

e k
θ

são as constantes de força do

oscilador harmônico. Os quatro parâmetros k
φ
, n, ϕ, e ¶ no potencial diédrico (Equação 2.2.0.5)

são a 1) constante de força que define a altura da barreira de rotação, 2) o número de mínimos para

uma rotação completa, 3) o ângulo diedro e 4) o ângulo de fase ajustado para alinhar os mínimos

de energia do potencial, respectivamente. As posições, assim como a velocidade de cada partícula,

devem ser fornecidos inicialmente em um DM. A estrutura de proteínas, por exemplo, podem ser

obtidas no Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org).

Os termos de Lennard-Jones entre átomos distintos são calculados usando regras de

combinação. Alguns exemplos são as regras de Lorentz-Berthelot (Equação 2.2.0.8), empregadas

nos campos de força AMBER e CHARMM, ou a regra geométrica (Equação 2.2.0.9), utilizada no

OPLS.46

Ã
ij

=
Ã

ii
+ Ã

jj

2
e ϵ

ij
=

√
ϵ

ii
ϵ

jj
(2.2.0.8)
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Ã
ij

=
√

Ã
ii
Ã

jj
e ϵ

ij
=

√
ϵ

ii
ϵ

jj
(2.2.0.9)

Note que na DM clássica, as moléculas são tratadas como uma coleção de partículas

unidas por forças harmônicas ou elásticas. Sendo assim, não é possível observar formação e

ruptura de ligações, interações entre os orbitais, transferência de carga ou qualquer outro efeito

eletrônico. Entretanto, a ruptura de uma ligação, especialmente para biomoléculas, não é relevante

para muitos fenômenos estruturais na temperatura e escala de tempo consideradas em uma

simulação de DM. Os efeitos quânticos podem ser incorporados dentro da descrição clássica.

Parâmetros de potenciais clássicos, como definidos anteriormente, podem ser obtidos por cálculos

quânticos e refinados por métodos semi-empíricos, a fim de representar com precisão as interações

moleculares em uma determinada condição termodinâmica.

2.2.1 Integração das equações de movimento

Uma etapa importante em um simulação de DM é a resolução da Equação 2.2.0.1.

As equações de Newton não podem ser resolvidas analiticamente devido à interação de inúmeras

partículas. Na prática, a resolução dessas equações deve ser realizada por integração numérica com

a utilização de algoritmos específicos, nos quais a integração é feita em pequenos intervalos de

tempo (dt), geralmente em dt = 2 fs. O cálculo é realizado assumindo que a força permaneça

constante no intervalo de tempo dt.

Por exemplo, a partir das posições e velocidades de cada partícula do sistema,

determinadas inicialmente, a velocidade e a posição do sistema em um intervalo de tempo t + ∆t

poderiam ser obtidas a partir das Equações 2.2.1.1 e 2.2.1.2. A velocidade inicial de cada partícula

do sistema é usualmente atribuída de acordo com a distribuição gaussiana de Maxwell-Boltzmann

na temperatura desejada.

v⃗(t + ∆t) = v⃗(t) + a⃗(t)∆t (2.2.1.1)

x⃗(t + ∆t) = x⃗(t) + v⃗(t)∆t +
a⃗(t)∆t

2

2
(2.2.1.2)
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Dessa forma, conhecendo as posições e velocidades no instante de tempo t+∆t, torna-se

possível determinar as novas forças e acelerações, permitindo o cálculo das posições subsequentes. A

repetição deste ciclo possibilita a obtenção da trajetória, que pode ser usada para obter parâmetros

cinéticos e termodinâmicos do sistema. No entanto, esse método apresenta limitações, uma vez

que as Equações 2.2.1.1 e 2.2.1.2 são equações truncadas da expansão de Taylor de 2ª ordem, com

os termos de ordem superiores sendo ignorados. Isso leva a desvios significativos nas posições e

velocidades ao longo do tempo, comprometendo a simulação.

Uma alternativa para resolver as equações de movimento foi introduzida por Verlet em

1967.47 No método de Verlet, as posições das partículas em um instante posterior (t+∆t) e anterior

(t − ∆t) a t, são obtidas pela expressão em série de Taylor de 4ª ordem.

x⃗(t + t) = x⃗(t) +
dx⃗(t)

dt
∆t +

1
2

d
2

x⃗

dt2
∆t

2

+
1
6

d
3

x⃗

dt3
∆t

3

+ O(∆t
4

) (2.2.1.3)

x⃗(t − t) = x⃗(t) −
dx⃗(t)

dt
∆t +

1
2

d
2

x⃗

dt2
∆t

2 −
1
6

d
3

x⃗

dt3
∆t

3

+ O(∆t
4

) (2.2.1.4)

A soma das Equações 2.2.1.3 e 2.2.1.4 permite determinar novas posições atômicas,

conforme a Equação 2.2.1.5.

x⃗(t + t) = 2x⃗(t) +
d

2

x⃗

dt2
∆t

2 − x⃗ (t − ∆t) + O(∆t
4

) (2.2.1.5)

Perceba que no algoritmo de Verlet a velocidade não aparece de forma explícita nas

equações que determinam a trajetória do sistema, mas o seu valor deve ser conhecido no cálculo

da energia cinética do sistema. A velocidade média pode ser determinada pela diferença entre as

posições em t + ∆t e t − ∆t (Equação 2.2.1.6):

v⃗(t + ∆t) =
x⃗(t + ∆t) − x⃗(t − ∆t)

2∆t
(2.2.1.6)

Uma consideração importante é que a expressão da velocidade possui um erro de segunda

ordem, enquanto que a da posição possui um erro de quarta ordem. O algoritmo de Leap-Frog é uma
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alternativa mais precisa que o algoritmo de Verlet, pois a velocidade é calculada de forma explícita

na metade do intervalo de tempo (∆t/2), conforme representada na Figura 2.2.1.1 e definida na

Equação 2.2.1.7.

Figura 2.2.1.1: Representação esquemática do algoritmo de Leap-Frog para o cálculo das posições
e velocidades. No algoritmo de Leap-Frog, a velocidade é explicitamente calculada no intervalo de
tempo ∆t/2.

v⃗
(

t +
1
2

∆t
)

= v⃗
(

t −
1
2

∆t
)

+ a⃗(t)∆t (2.2.1.7)

A partir da velocidade, calcula-se a posição da partícula conforme a Equação 2.2.1.8.

x⃗ (t + ∆t) = x⃗ + v⃗
(

t +
1
2

∆t
)

∆t (2.2.1.8)

Neste trabalho, simulações de DM foram amplamente utilizadas para caracterizar as

estruturas de solvatação nos conjuntos de enovelamento de proteínas (veja os capítulos 4 e 5 para

mais detalhes). Por meio das simulações atomísticas foi possível capturar o comportamento dinâmico

do solvente em um meio onde, essencialmente, o soluto manteve-se próximo da conformação inicial.

No entanto, o entendimento de eventos biofísicos lentos, dentre eles o enovelamento de proteínas,

geralmente está além das simulações clássicas de DM. Tais processos envolvem grandes mudanças

conformacionais e são dificilmente bem amostrados, pois mínimos locais podem ser separados por

altas barreiras energéticas. Nesse contexto, modelos coarse-grained ou algoritmos de amostragem

ampliada devem ser considerados.

Na seção 2.2.2, serão discutidos os modelos baseados na estrutura (SBMs,
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Structured-Based Models), desenvolvidos com base no princípio de frustração mínima e no

conceito de uma paisagem energética afunilada.14 Os modelos SBMs incluem explicitamente dados

estruturais da estrutura nativa no Hamiltoniano. Embora sejam modelos simplificados, têm-se

mostrado eficazes para obter o conjunto de enovelamento de proteínas compatíveis com resultados

experimentais.48,49 Nos capítulos 4 e 5 uma metodologia computacional foi desenvolvida,

empregando simulações com os modelos SBMs e simulações atomísticas, para estudar o papel de

diferentes solventes em toda superfície de enovelamento de proteínas. No Capítulo 6, os SBMs

padrão48,50 foram também utilizados, e um novo potencial (dual-basin)51 foi desenvolvido para

estudar o enovelamento de uma proteína que assume dois estados nativos distintos.

Na seção 2.2.3, será discutido brevemente sobre o método de amostragem ampliada por

trocas de réplicas hamiltonianas, utilizado para estudar o enovelamento de um peptídeo à base de

alanina na presença de trifluoroetanol, cujos resultados serão discutidos no Capítulo 3.

2.2.2 Simulações com os Modelos Baseados na Estrutura

O fundamento teórico dos modelos baseados na estrutura baseia-se em dois conceitos

principais: a) no princípio de frustração mínima e no b) conceito de uma paisagem energética

em formato de funil, conforme discutido na seção 1.2. Um potencial baseado na estrutura reduz

drasticamente a complexidade do Hamiltoniano do sistema, tornando as simulações mais eficientes

do ponto de vista computacional. Além disso, os modelos SBMs têm-se mostrado capazes de

reproduzir o conjuntos de estados de transição de várias proteínas.48,49 Interações espacialmente

próximas ao estado nativo são estabilizantes, enquanto que interações não nativas são repulsivas.

Portanto, qualquer barreira de energia durante o enovelamento surge da competição energética e

entrópica dos múltiplos caminhos de enovelamento que a proteína pode seguir.14

O potencial SBM é composto por três contribuições: 1) um potencial que inclui as

interações que mantêm os resíduos da estrutura ligados covalentemente (Vligado), 2) um potencial

repulsivo (Vrepulsivo), que impõe o volume de exclusão e previne a sobreposição das cadeias, e 3) um

potencial atrativo (Vatrativo), cujas interações são representadas em um mapa de contatos.52 Como o

próprio nome sugere, todos os três potenciais são obtidos com base em uma estrutura de referência.
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V = (Vligado + Vrepulsivo)
︸ ︷︷ ︸

geometria principal

+ Vatrativo
︸ ︷︷ ︸

estrutura terciária

(2.2.2.1)

O potencial usado nesta tese é o modelo baseado na estrutura de carbonos alfa (C³-

SBM).48 O C³-SBM é uma representação coarse-grained em que apenas o carbono C³ de cada

resíduo da proteína é utilizado para representar individualmente os resíduos da proteína na simulação.

O potencial C³-SBM é dado pela Equação 2.2.2.2.

V (X, X0) =
∑

ligação
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2

+
∑
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ij
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(2.2.2.2)

onde r e r
0

representam as distâncias entre dois resíduos subsequentes da configuração X e da

configuração do estado nativo (X
0
); de forma análoga, ¹ (¹

0
) e ϕ (ϕ

0
) representam os ângulos e

diedros de cada configuração. As interações não ligadas entre pares de resíduos i e j são dadas

pelo potencial de Lennard-Jones 10-12, conforme mostrado no quarto termo da Equação 2.2.2.2.

O parâmetro d
ij

é a distância entre dois C³ na estrutura de referência (usualmente obtida a partir

do PDB), onde j > i + 3. É importante ressaltar que, embora apenas os C³ sejam explicitamente

representados na simulação, o mapa de contato é calculado considerando a estrutura contendo

todos os átomos pesados. O último potencial na Equação 2.2.2.2 é usado para evitar sobreposição

de átomos, onde os resíduos possuem um raio aparente de 4 angstroms (Ã
NC

= 4 Å). Os parâmetros

ϵ
r
, ϵ

θ
, ϵ

φ
, ϵ

C
e ϵ

NC
são as constantes associadas a cada tipo de interação, sendo ϵ

r
= 20000 ϵ

0
,

ϵ
θ

= 40 ϵ
0
, ϵ

φ
= ϵ

0
, ϵ

C
= ϵ

0
, ϵ

NC
= ϵ

0
, e ϵ

0
é a energia de interação entre os contatos (ϵ0 = k

B
T = 1

unidade reduzida).

Os potenciais SBM podem ser expandidos para simular o enovelamento de proteínas

cuja sequência pode se enovelar em mais de um estado nativo.53–56 Nesse caso, as informações
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estruturais e topológicas dos estados nativos devem ser adicionadas em um único potencial, que é

genericamente conhecido como um potencial com múltiplas bacias (multiple-basin).51 No Capítulo 6

iremos abordar o enovelamento da proteína MAD2, uma proteína importante no processo de divisão

celular que se enovela em dois estados nativos distintos, os estados inativo e ativo, em resposta de

estímulos celulares. Neste estudo, foi possível capturar a interconversão entre os estados inativo e

ativo da proteína.

2.2.3 Simulações de Dinâmica Molecular por troca de réplicas

Vários algoritmos têm sido desenvolvidos para melhorar a amostragem em dinâmica

molecular.57–60 O método de troca de réplicas por temperatura (TREM, Temperature Replica

Exchange Method), em particular, é reconhecido por sua praticidade conceitual e por ser

altamente paralelizável.61 No método TREM, várias réplicas do sistema são executadas em paralelo

ao longo de uma faixa de temperaturas, variando da temperatura desejada até temperaturas mais

altas. As réplicas em temperaturas elevadas podem superar altas barreiras energéticas e amostrar

estados conformacionais dificilmente amostrados em uma simulação com temperatura baixa.

Durante a execução simultânea das réplicas do sistema, em intervalos de tempo predefinidos, pode

haver uma troca entre as configurações das réplicas vizinhas. Essa troca é aceita ou rejeitada com

base no critério de aceitação de Metropolis.62 Assim, sempre haverá uma troca quando a energia

do sistema da réplica inferior for menor que a energia do sistema da réplica superior (∆E < 0).

Quando a energia do sistema da réplica superior é maior (∆E > 0), pode haver troca com

probabilidade r.

r ≤ exp

(

−
∆E

k
b
T

)

(2.2.3.1)

em que r é um número aleatório entre 0 e 1.

Uma etapa importante no método TREM é definir uma distribuição de temperatura

adequada para se obter taxas de aceitação homogêneas entre os pares de réplicas adjacentes. Tal

distribuição pode ser obtida quando as temperaturas são distribuídas exponencialmente,63 como na

Equação 2.2.3.1:
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¼
i
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T

0

T
i

= exp

[

−i

n − 1
ln

(

T
m

T
0

)]

(2.2.3.2)

em que T
0
, T

i
, n e T

m
são a temperatura de interesse, a temperatura da réplica i, o número total de

réplicas e a temperatura máxima. T
m

é escolhido de tal forma que a réplica correspondente possa

rapidamente ultrapassar as barreiras de energia potencial.

Uma limitação clara do método ocorre com o aumento do tamanho do sistema. No

método TREM todo o sistema é aquecido, e um grande número de réplicas são necessárias para

criar uma distribuição de probabilidade da energia potencial que tenha uma sobreposição eficiente.

Isso é necessário para obter uma taxa de aceitação adequada, geralmente em torno de 0,3.64,65

O número de réplicas necessárias para obter uma amostragem representativa aumenta linearmente

com a raiz quadrada do número total de graus de liberdade no sistema.66 A fim de contornar esses

desafios, métodos por trocas de réplicas Hamiltonianas foram desenvolvidos.67–69

Em particular, o método de troca de réplicas Hamiltonianas com têmpera de soluto

(REST2, Replica Exchange with Solute Tempering)70 permite que as réplicas do sistema sejam

simuladas na mesma temperatura, mas com potenciais variados para que se obtenha uma melhor

amostragem (Figura 2.2.3.1).

Figura 2.2.3.1: Esquema da simulação de troca de réplicas Hamiltonianas com têmpera de soluto
(REST2).70

Como consequência, o sistema é menos perturbado, e o número de réplicas necessárias

para que ocorra uma sobreposição efetiva de energia entre as réplicas vizinhas é menor, comparado

com o método TREM. A energia potencial para cada réplica m é escalonada de acordo com a
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Equação 2.2.3.3.

E
REST

(X) =
´

m

´
0

E
pp

(X) +

√

´
m

´
0

E
ps

(X) + E
ss

(X) (2.2.3.3)

em que E
pp

é a energia intramolecular da proteína, E
ps

é a energia de interação entre a proteína e

o solvente, e E
ss

é a energia de interação solvente-solvente. X representa a configuração de todo

o sistema; ´
m

= 1/k
B

T
m

e T
0

é a temperatura de interesse.

Uma outra vantagem do método REST2 é a possibilidade escolher de forma seletiva

apenas uma parte do sistema para ser escalonada. Além disso, tendo em vista que todas as

réplicas estão na mesma temperatura, as velocidades não precisam ser reescaladas durante a troca

de configurações.
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Caṕıtulo 3

Efeitos do

2,2,2-Trifluoroetanol em

³-hélices

O 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) é conhecido por induzir a formação de hélices em

peptídeos e proteínas. No entanto, após muitas investigações, nenhum consenso foi alcançado

sobre o mecanismo de estabilização do TFE. O TFE altera a estrutura da água71–73 e afeta suas

propriedades dielétricas,74 mas também compete com ela por ligações de hidrogênio com as

cadeias principal e laterais das proteínas. Assim, mecanismos diretos e indiretos de atividade do

TFE têm sido propostos. O modo direto de interação é particularmente atraente: o TFE

estabelece ligações de hidrogênio com as carbonilas da cadeia principal da proteína, eliminando a

água e, aparentemente, protegendo as ligações de hidrogênio intra-hélices (Figura 3.0.0.1). No

entanto, medições de partição isotópica de hidrogênio em equilíbrio indicaram que as ligações de

hidrogênio intra-helicoidais não são fortalecidas pela presença do TFE.75 Assim, o mecanismo de

estabilização da hélice pelo TFE também foi racionalizado em termos da interação preferencial

com as estruturas helicoidais ou pela perturbação indireta da estrutura da água.72,76–78 Ambos os

mecanismos, direto e indireto, podem cooperar para estabilizar as hélices. Tendo em vista que

essas interações ocorrem simultaneamente com outras mudanças na estrutura da solução, é difícil

separar a contribuição dos processos diretos versus indiretos para o efeito estabilizador do TFE.

Neste trabalho, realizamos simulações extensivas de amostragem ampliada do peptídeo

Ace-AAQAAAAQAAAAQAA-NH
2

(aqui denominado como AAQAA
3
) em água pura e misturas TFE

em várias concentrações. Este peptídeo exibe uma estrutura helicoidal modelo em água e foi utilizado

em investigações experimentais e computacionais sobre o papel dos cossolventes na estabilidade da

hélice.79–85 As MDDFs e a teoria de soluções de KB são usadas para entender a base molecular e

termodinâmica do mecanismo de estabilização de ³-hélice pelo TFE. As simulações confirmam o
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papel estabilizador do TFE a partir do cálculo do conteúdo e ³-hélice do peptídeo, e que as estruturas

são preferencialmente solvatadas pelo TFE.86,87 O TFE interage efetivamente com a cadeia principal

da proteína, excluindo a água, em concordância com o mecanismo direto de estabilização.

As simulações permitem a realização de experimentos alquímicos, e assim modificamos

as interações intermoleculares entre a cadeia principal e o TFE para evitar a ligação de hidrogênio

supostamente estabilizadora. Surpreendentemente, o conteúdo de ³-hélice do peptídeo aumentou,

mostrando que esses contatos diretos têm uma contribuição efetiva desnaturante. Ao mesmo

tempo, os parâmetros de interação preferencial permanecem basicamente constantes na ausência

das ligações de hidrogênio entre o TFE e a cadeia principal. Portanto, o mecanismo de

estabilização de hélices pelo TFE, baseado na proteção das ligações de hidrogênio intrapeptídicas

por meio da ligação de hidrogênio do TFE com a carbonila da cadeia principal, não é suportado

por evidências. Finalmente, mostramos que as interações não específicas do TFE com as

conformações helicoidais são mais fortes do que com os estados sem qualquer conteúdo de

³-hélice, excluindo as moléculas de água.

Figura 3.0.0.1: Modos de ligação de hidrogênio da A) água e do B) TFE com a cadeia principal do
peptídeo. As moléculas de água atuam tanto como doadoras quanto como aceptoras de ligações de
hidrogênio, causando o rompimento das ligações de hidrogênio intramoleculares do peptídeo. Por
outro lado, o TFE é um forte doador de ligações de hidrogênio, mas um fraco aceptor.74 Como
resultado, foi proposto que o hidrogênio ácido do TFE pode interagir com o oxigênio da cadeia
principal, ao mesmo tempo que protege as ligações de hidrogênio intramoleculares do peptídeo (N-
H...O) que estabilizam a hélice.71,88 Figura adaptada do artigo de revisão de Vincenzi et al. (2019).88
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3.1 Metodologia

3.1.1 Simulações de Dinâmica Molecular

Neste trabalho, utilizamos simulações de dinâmica molecular (DM) por troca de

réplicas com têmpera de soluto (REST2, seção 2.2.3)70 para estudar o efeito do TFE na

estabilidade conformacional do AAQAA
3
. Todas as simulações foram realizadas no software

GROMACS (v2019.4),89 compilado com o PLUMED (v2.5.5),90 à temperatura de 300 K. No total,

10 réplicas foram adotadas para cada sistema, e E
pp

e E
ps

foram escalados por um fator de ´
m

/´
0

e
√

´
m

/´
0
, respectivamente, com ´

m
/´

0
variando de 1 para 0.5245.

Cada sistema foi inicialmente minimizado em 1000 passos utilizando o método Steepest

Descent, seguido de duas equilibrações de 1 ns nos ensembles NVT e NPT. Após as etapas de

equilibração, cada réplica foi simulada no ensemble NPT por 500 ns (totalizando 5 µs para cada

sistema, considerando as réplicas), com tentativas de troca a cada 400 passos de DM. O intervalo

de perturbações foi ajustado de modo a obter uma taxa de troca acima de 30%. As estruturas foram

salvas a cada 500 ps. As simulações foram realizadas a uma pressão constante de 1 bar, utilizando

o algoritmo de Parrinello-Rahman91 com um tempo de relaxação de 2 ps e uma compressibilidade

isotérmica de 4,5 × 10−5 bar−1. Um termostato de reescalonamento de velocidades foi utilizado

para controlar a temperatura com um período de 0,1 ps.92

Condições periódicas de contorno foram aplicadas, e um corte de 1,2 nm foi usado para

interações de curto alcance. As interações eletrostáticas de longo alcance foram calculadas pelo

método da soma de Ewald, Particle-Mesh Ewald (PME),93 com interpolação de quarta ordem e um

grid spacing de 0,16 nm. Todas as ligações envolvendo átomos de hidrogênio foram restritas com

o algoritmo LINCS.94 Para integrar as equações de movimento, o algoritmo leap-frog foi utilizado

com um intervalo de tempo de 2 fs. Para as análises, apenas a réplica 0 foi utilizada.

Uma configuração inicial do AAQAA
3

foi construída com o pacote Visual Molecular

Dynamics (VMD).95 Em seguida, o AAQAA
3

foi solvatado em caixas cúbicas de 56 Å com o

Packmol,96,97 contendo diferentes concentrações de água e TFE de acordo com a Tabela 3.1.1.1.

Todos os sistemas foram simulados com o modelo de água TIP4P/200598 e o campo de força

amber03w99 para o peptídeo. As moléculas de cossolvente (TFE) foram simuladas com um modelo

previamente desenvolvido para reproduzir as propriedades termodinâmicas do TFE puro e misturas
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de água-TFE.100 O mesmo conjunto de parâmetros foi utilizado e validado em trabalhos anteriores

para entender o efeito do TFE na estabilidade da hélice.87 As simulações subestimaram ligeiramente

o conteúdo helicoidal do peptídeo em água, comparado com o resultado de Shalango et al. (1994),84

e esta é uma limitação conhecida do campo de força para proteínas na presença do modelo de água

atual.101 No entanto, a compatibilidade dos campos de força da água e do cossolvente foi preferida.87

Tabela 3.1.1.1: Composições dos sistemas simulados com diferentes concentrações de 2,2,2-
Trifluoroetanol (TFE).

Sistemas Número de moléculas de água Número de moléculas de TFE

AAQAA3 - 0% v/v 5805 0

AAQAA3 - 20% v/v 4703 289

AAQAA3 - 40% v/v 3584 578

AAQAA3 - 50% v/v 3003 723

AAQAA3 - 60% v/v 2417 868

AAQAA3 - 80% v/v 1214 1158

AAQAA3 - 100% v/v 0 1448

Finalmente, realizamos simulações semelhantes do peptídeo em soluções de TFE, nas

quais as ligações de hidrogênio intermoleculares entre o oxigênio hidroxílico do TFE e o oxigênio da

cadeia principal foram inibidas aumentando o raio de exclusão de van der Waals associado apenas a

esses pares de átomos. Especificamente, Ã
ij

foi multiplicado por um fator de escala µ de 1,5 dentro

da regra de combinação de Lorentz-Berthelot (Ã
ij

= µ((Ã
i

+ Ã
j
)/2), onde Ã

i
é o parâmetro do

oxigênio hidroxílico do TFE (tipo de átomo oh) e Ã
j

é o parâmetro do átomo do oxigênio carbonílico

do peptídeo (tipo de átomo O). Esses átomos foram escolhidos porque Ã é zero para o átomo de

hidrogênio do TFE no campo de força.

A partir das simulações com o potencial modificado, exploramos o papel das ligações de

hidrogênio entre TFE e a cadeia principal na estabilidade da hélice, usando protocolos semelhantes

aos descritos acima. No total, 13 sistemas foram simulados, totalizando 65 µs de simulações. A

convergência das simulações foi avaliada calculando erros padrão das estimativas e as funções de

autocorrelação do conteúdo médio de ³-hélice do peptídeo em todas as simulações. O conteúdo

de ³-hélice foi descorrelacionado após ∼50 ns nas simulações, e as médias calculadas a partir de

blocos não se desviam das estimativas da amostragem completa o suficiente para invalidar o efeito

estabilizador do TFE. Como as simulações REST2 foram realizadas por 500 ns, acreditamos que os
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resultados estão bem convergidos para os propósitos das análises atuais.

3.1.2 Cálculo da elipticidade do pept́ıdeo

A atribuição da estrutura secundária para cada resíduo do peptídeo nas simulações foi

realizada com o software DSSP (versão 3.0.0).102 Os espectros teóricos de Dicroísmo Circular (CD,

Circular Dichroism) do peptídeo AAQAA
3

em água foram calculados com o software SESCA103 e

comparados com os resultados experimentais obtidos por Shalongo et al. (1994).84 Os espectros

teóricos foram calculados com conjuntos de bases recomendados para três algoritmos (DSSP,102

DISICL,104 e HbSS)103, que avaliam a contribuição da cadeia principal (conjuntos de bases DSSP-

T, DISICL-dT e HBSS-3) e das cadeias laterais (conjuntos de bases DSSP-1SC3, DISICL-dTSC3

e HBSS-3SC1) na previsão dos espectros de CD. Após avaliar a concordância entre os espectros

teóricos e experimentais do peptídeo em água, adotamos o conjunto de bases HBSS-3SC1 para

todos os cálculos.

3.1.3 Funções de Distribuição de Ḿınima-Distância e termodinâmica de

solvatação

As MDDFs foram calculadas com o pacote ComplexMixtures.jl23 usando uma versão

discretizada da Equação 2.1.1.1, na qual a densidade foi computada a partir do número médio de

distâncias mínimas em cada intervalo de 0,1 Å. As IKBs e os parâmetros de interação preferencial

para o cossolvente foram calculados de acordo com as equações 2.1.2.2 e 2.1.2.8, e o parâmetro de

hidratação preferencial de acordo com a Equação 2.1.2.9. Utilizamos R = 15 Å, que é maior do

que o normalmente usado para calcular as IKBs em sistemas de proteína-solvente.105 Com esse raio

de corte, obtivemos integrais convergidas na maioria das simulações, e os parâmetros de interação

preferencial foram claros.

3.2 Resultados e discussão

3.2.1 TFE estabiliza a estrutura helicoidal do pept́ıdeo AAQAA
3

Na Figura 3.2.1.1, fornecemos uma visão geral das propriedades estruturais do peptídeo

AAQAA
3

conforme obtido a partir de simulações de DM com amostragem ampliada. A Figura
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3.2.1.1A mostra os espectros de CD calculados do peptídeo em água (azul) e em soluções aquosas

de TFE. É evidente que o conteúdo de ³-hélice do peptídeo é sempre maior na presença de TFE do

que em água pura. No espectro do peptídeo em água, há uma banda positiva em 184 nm e uma

banda negativa em 202 nm, em concordância com a observação experimental.84 A segunda banda

negativa em torno de 220 nm, característica de ³-hélices, não está bem definida, mas à medida que

a concentração de TFE aumenta na solução, é possível observar o aumento da intensidade da banda

em 221 nm.

Figura 3.2.1.1: Propriedades estruturais do peptídeo AAQAA
3

em água (azul) e em soluções aquosas
de TFE, calculadas a partir das simulações: A) Espectros de CD. O TFE aumenta o conteúdo de
³-hélice do peptídeo, como mostrado pelo aumento da intensidade da banda em ∼190 nm e pelo
duplo aumento entre 200-230 nm. B) Prevalência média de ³-hélice por resíduo. C) Densidade
de probabilidade do conteúdo helicoidal do peptídeo. D) Elipticidade média do peptídeo em cada
solução. As barras de erro nas figuras indicam o erro padrão da média das quantidades calculadas.

Conforme mostrado na Figura 3.2.1.1B, o conteúdo de ³-hélice por resíduo do peptídeo

em TFE é consideravelmente maior do que em água pura, mesmo nas menores concentrações do
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cossolvente. A propensão helicoidal dos resíduos no centro do peptídeo é a maior. Em TFE puro, os

resíduos centrais mantêm seu comportamento helicoidal, mas os resíduos mais próximos dos grupos

terminais perdem sua elipticidade. É importante destacar que em todas as simulações ocorreram

flutuações, de modo que o peptídeo visitou conformações com altos e baixos conteúdos helicoidais.

De qualquer forma, a população dos estados com conteúdo nulo de ³-hélice em água é máxima e

mínima na solução de TFE a 60% vol/vol.

A elipticidade máxima do peptídeo é observada em TFE a 60% vol/vol, conforme

mostrado na Figura 3.2.1.1D. Esse resultado está de acordo com o fato de que o conteúdo de

³-hélice de peptídeos ricos em alanina,106–108 assim como de peptídeos e proteínas de diferentes

sequências,109–112 é máximo em soluções aquosas de TFE, e não no cossolvente puro. A

justificativa para a presença desse máximo na estabilidade helicoidal em função da concentração

ainda não é bem compreendida,113 especialmente por ser dependente da sequência de

aminoácidos.74,107 Alguns autores sugerem que a diminuição da elipticidade com o aumento da

concentração de TFE está relacionada à quebra de componentes hidrofóbicos das interações que

mantêm estruturas secundárias e terciárias.114,115 Alternativamente, à medida que a concentração

de TFE aumenta, a solução torna-se mais homogênea, reduzindo a formação de aglomerados do

cossolvente, o que pode estar associado à estabilização de ³-hélices pelo efeito de volume

excluído.114,116

Em resumo, nesta seção mostramos que as simulações são qualitativamente consistentes

com a estabilização experimental da hélice do peptídeo AAQAA
3

pelo TFE, tanto por promover a

estabilidade helicoidal em concentrações mais baixas de TFE, quanto por induzir um máximo de

elipticidade em uma determinada concentração.

3.2.2 Interações diretas e interação preferencial por TFE

Nesta seção, analisaremos a estrutura de solvatação do peptídeo em soluções de água

e TFE. As MDDFs para água e TFE em relação ao peptídeo são mostradas nas Figuras 3.2.2.1A e

3.2.2.1B, respectivamente, e apresentam dois picos bem definidos. Esses picos seguem tendências

semelhantes à medida que as soluções se tornam mais concentradas. Os primeiros picos (em ∼1,8 Å)

indicam a presença de interações específicas (ligações de hidrogênio) com o peptídeo, enquanto os

segundos picos (em ∼2,6 Å) são característicos da segunda camada de solvatação e interações não
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específicas. Com o aumento da concentração de TFE, os primeiros picos das MDDFs aumentam,

enquanto os segundos picos geralmente diminuem. O aumento no primeiro pico provavelmente está

associado ao aumento da hidrofobicidade da solução, que favorece interações hidrofílicas diretas

com a proteína. Como o aumento da densidade local está inversamente associado ao potencial de

força média, a estabilidade das ligações de hidrogênio entre a água e o TFE com a proteína aumenta

quando o TFE é adicionado à solução.

Figura 3.2.2.1: MDDFs A) da água e B) do TFE em função da concentração do cossolvente. As
IKBs para água e TFE são mostradas em C) e D), respectivamente.

É importante notar que o aumento no primeiro pico da MDDF da água não significa que

o número de ligações de hidrogênio entre as moléculas de água e o peptídeo aumenta. Na verdade,

o TFE substitui as ligações de hidrogênio entre o peptídeo e a água. Além disso, a concentração de

água é muito diferente nos sistemas contendo TFE (Tabela 3.2.2.1). Por exemplo, a concentração

em água pura (55,1 mol L−1) é cerca de 4,8 vezes maior do que a concentração de água na solução

com 80% de TFE (11,6 mol L−1, Tabela 3.2.2.1). Portanto, para que o número de ligações de
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hidrogênio seja o mesmo em ambos os sistemas, o pico em ∼1,8 Å na solução de 80% de TFE

deveria ter uma integral 4,8 vezes maior. De fato, à medida que a solução se torna mais concentrada,

as moléculas de TFE são encontradas a distâncias mais curtas e competem com as moléculas de

água por ligações de hidrogênio com o peptídeo. Paralelamente, o número de ligações de hidrogênio

entre TFE e o peptídeo aumenta progressivamente com a adição de TFE à solução.

Apesar dessa estabilização das moléculas de água em distâncias de ligação de hidrogênio,

o TFE exclui as moléculas de água da segunda camada de solvatação e de distâncias maiores

(de ∼2,0 Å até ∼6,5 Å), conforme mostrado na Figura 3.2.2.1A. As interações não específicas

entre as moléculas de TFE e o peptídeo são mais pronunciadas do que as interações específicas,

particularmente em concentrações menores de TFE.

As Figuras 3.2.2.2C e 3.2.2.2D mostram as IKBs para a água e o TFE, respectivamente.

As IKBs determinam se há excesso ou exclusão de cada componente do solvente ao redor do soluto.

Em todos os casos, em distâncias curtas, r < 1,5 Å, as IKBs exibem valores muito negativos. Essa

diminuição acentuada reflete o volume de exclusão entre o peptídeo e as moléculas do solvente, que

pode ser compensado por interações soluto-solvente favoráveis, levando à acumulação em regiões

mais distantes da solução. A diminuição dos valores das IKBs do TFE nessa distância é maior do

que a da água porque o TFE é uma molécula mais volumosa.117

Apenas uma parte do volume de exclusão é compensado pela acumulação de moléculas

de água. As IKBs para a água aumentam após ∼1,5 Å, como mostrado na Figura 3.2.2.2C, mas

ainda são negativas em distâncias maiores (a tendência qualitativa das IKBs é consistente, apesar de

sua convergência não ser completamente satisfatória em todas as simulações). Na Figura 3.2.2.2D,

observa-se que as moléculas de TFE se acumulam de maneira mais eficaz na superfície da proteína

do que as moléculas de água e, embora as IKBs finais também sejam negativas, são maiores do que

as da água. Por exemplo, na solução com 20% de TFE, as IKBs do TFE convergem para valores

próximos de zero, embora essa densidade relativa de acumulação diminua conforme a solução se

torna mais concentrada.

A interação preferencial do peptídeo pode ser quantificada pelo parâmetro de interação

preferencial, Γpc, calculado a partir das IKBs da água e do cossolvente (Equação 2.1.2.8). Os

valores de Γpc encontrados aqui estão expressos na Tabela 3.2.2.1. Γpc é positivo para todas as

concentrações. Dessa forma, o TFE solvata preferencialmente a proteína, de forma consistente
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com os resultados publicados anteriormente.86,87 Esse resultado é interessante, pois mostra que a

acumulação do cossolvente na superfície da proteína nem sempre favorece a desnaturação, como

geralmente observado, por exemplo, em soluções de ureia e cloreto de guanidina.118 Pelo contrário,

observamos que o TFE interage preferencialmente com o peptídeo e estabiliza a estrutura da hélice.

Tabela 3.2.2.1: Concentrações efetivas das soluções de TFE, IKBs para o TFE (Gpc) e água (Gpw)
em relação ao peptídeo AAQAA3, e parâmetro de interação preferencial (Γpc). As simulações com
os potenciais modificados são destacadas por um asterisco

Sistemas [ Água ] (mol L-1) [ TFE ] (mol L-1) Gpc (L mol-1) Gpw (L mol-1) Γpc

AAQAA3 - 20% 45,268 2,757 -0,0862 -1,075 2,727

AAQAA3 - 20%* 45,381 2,726 1,100 -1,321 6,601

AAQAA3 - 40% 34,504 5,505 -0,162 -1,280 6,154

AAQAA3 - 40%* 34,571 5,501 0,00874 -1,462 8,088

AAQAA3 - 50% 28,933 6,901 -0,366 -1,384 7,023

AAQAA3 - 50%* 28,880 6,912 -0,562 -1,220 4,549

AAQAA3 - 60% 23,212 8,294 -0,617 -1,186 4,716

AAQAA3 - 60%* 23,158 8,311 -0,874 -0,944 0,578

AAQAA3 - 80% 11,617 11,057 -0,822 -1,060 2,630

AAQAA3 - 80%* 11,491 11,091 -1,113 0,141 -13,911

As MDDFs podem ser decompostas em suas contribuições atômicas e nas contribuições

de cada tipo de resíduo, proporcionando uma interpretação molecular detalhada das interações

soluto-solvente.23,24 A decomposição das MDDFs, em essência, revela a frequência com que cada

átomo (ou grupo de átomos) está mais próximo de qualquer átomo do soluto em cada distância,

com a soma de todas as curvas de contribuição sendo igual à MDDF total. As interações do

peptídeo com o solvente foram ilustradas usando a MDDF da solução com 60% de TFE, mas

os resultados observados são qualitativamente representativos de todas as concentrações. Como

mostrado na Figura 3.2.2.2A, as interações específicas (ligações de hidrogênio) entre o cossolvente

e o peptídeo são totalmente determinadas pela contribuição do hidrogênio hidroxílico (cinza escuro

- H
TFE

). O H
TFE

pode interagir por ligações de hidrogênio tanto com os resíduos polares da cadeia

lateral (resíduos de glutamina) (Figura 3.2.2.2B) quanto com o oxigênio amídico da cadeia principal



CAṔITULO 3. EFEITOS DO 2,2,2-TRIFLUOROETANOL EM ³-HÉLICES 67

(Figura 3.2.2.2C). Não há interação específica entre as moléculas de TFE e o nitrogênio amídico

(Figura 3.2.2.2C). Por outro lado, as interações não específicas envolvem predominantemente os

grupos trifluorometil e os hidrogênios alifáticos das moléculas de TFE com as cadeias laterais não

polares do peptídeo (Figuras 3.2.2.2A e 3.2.2.2B).

As interações específicas entre o TFE e o peptídeo estão de acordo com o mecanismo

direto proposto por Rajan & Balaram (2009)71 (Figura 3.0.0.1) para explicar o efeito estabilizador do

TFE em hélices. De acordo com o mecanismo direto, as moléculas de TFE interagem com o oxigênio

da cadeia principal via ligações de hidrogênio. No entanto, essa interação pode ocorrer sem a ruptura

das ligações de hidrogênio intramoleculares do peptídeo (O
backbone

e H
backbone

), que desestabilizariam a

hélice.71 Ao mesmo tempo, o grupo trifluorometil impediria a aproximação e interação de moléculas

de água com o nitrogênio amídico da cadeia principal. Na próxima seção, avaliaremos o efeito

dessas ligações de hidrogênio peptídeo-TFE e mostraremos que, inesperadamente, elas favorecem

conformações desenoveladas do peptídeo.

Figura 3.2.2.2: MDDF do TFE em relação ao peptídeo AAQAA
3

e contribuições dos grupos, na
solução de 60% vol/vol. A) Contribuição dos átomos de TFE. B) Contribuições das cadeias laterais
do peptídeo. C) Contribuições dos átomos da cadeia principal. A única contribuição dos átomos
da cadeia principal para a MDDF do TFE é devido ao átomo de oxigênio, que forma ligações de
hidrogênio com o hidrogênio hidroxílico do TFE.
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3.2.3 Rompimento da interação entre o TFE e a cadeia principal do

pept́ıdeo leva à estabilização da ³-hélice

Os resultados apresentados até agora mostram claramente o papel estabilizador da hélice

do TFE (Figuras 3.2.1.1A e 3.2.1.1B). Os modos de interação do TFE com o peptídeo, conforme

determinado pela caracterização da estrutura do solvente com as MDDFs, apoiam que mecanismos

diretos e indiretos poderiam estar envolvidos na estabilização da hélice.

Para investigar o papel das interações diretas entre o TFE e a cadeia principal na

estabilização da hélice, aumentamos os raios associados especificamente à interação entre o

hidrogênio polar do TFE e os oxigênios carbonílicos da cadeia principal do peptídeo. Nenhuma

outra interação foi modificada. Com isso, evitamos a formação de ligações de hidrogênio entre

esses grupos e suprimimos o possível papel dessa interação na exclusão local de moléculas de água

da cadeia principal. Esperávamos demonstrar que a água se tornaria um ligante mais forte para a

cadeia principal, competindo com as ligações de hidrogênio intramoleculares do peptídeo, e, assim,

a hélice seria desestabilizada.

Figura 3.2.3.1: Propriedades estruturais do peptídeo AAQAA
3

em água (azul) e em 80% de TFE,
computadas a partir da simulação padrão (verde) e com potencial modificado (verde tracejada): A)
Espectros de CD. B) Prevalência média de ³-hélice por resíduo.

Surpreendentemente, após modificar o potencial de interação para evitar interações

diretas entre o TFE e a cadeia principal do peptídeo, observamos que o conteúdo de ³-hélice do

peptídeo aumenta significativamente. Os espectros de CD e o conteúdo de ³-hélice por resíduo
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das simulações com os potenciais modificados estão mostrados nas Figuras 3.2.3.1A e 3.2.3.1B,

para a solução de 80% vol/vol de TFE em água. A estabilização da hélice foi observada em todas

as concentrações, devido ao rompimento da ligação de hidrogênio entre o TFE e a cadeia

principal. Está claro, então, que as interações diretas do TFE com a cadeia principal estabilizam

conformações desenoveladas do peptídeo, em vez de suportar a formação das hélices.

3.2.4 Interação preferencial na ausência da ligação de hidrogênio entre

o TFE e a cadeia principal

As estruturas de solvatação das simulações com o potencial modificado foram

caracterizadas a partir das MDDFs para um melhor entendimento dos fatores que contribuem para

a estabilização do peptídeo e o aumento do conteúdo de ³-hélice. Novamente, observamos dois

picos distintos nas funções de distribuição de água e TFE (Figura 3.2.4.1A e 3.2.4.1B). No

entanto, as densidades relativas das moléculas de água e TFE nas primeiras e segundas camadas

de solvatação mudam. A distâncias curtas (∼1,8 Å), a densidade relativa das moléculas de água

aumenta progressivamente com o acréscimo da concentração de TFE, como observado com o

potencial original. Por outro lado, o pico associado às moléculas de TFE permanece quase

constante, em nítido contraste com as distribuições observadas na Figura 3.2.2.1B para as

interações originais. Essa observação indica que, com o potencial padrão, o aumento da

concentração de TFE desloca as moléculas de água da cadeia principal do peptídeo. Esse efeito é

suprimido nas simulações com o potencial modificado, e as interações específicas restantes (com a

cadeia lateral dos resíduos de glutamina) ocorrem proporcionalmente à concentração de TFE.

Como as moléculas de TFE não competem mais com a água por interações específicas

com a cadeia principal, a densidade das moléculas de água nessa região é maior do que nas simulações

com os potenciais padrão (Figuras 3.2.2.1A e 3.2.4.1A). Assim, a afinidade da água pela cadeia

principal aumenta, como esperado, mas com o resultado inesperado de estabilizar a hélice.

As Figuras 3.2.4.1C e 3.2.4.1D mostram as IKBs para água e TFE, respectivamente,

obtidas nas simulações com potenciais modificados. A tendência geral das curvas é semelhante à das

simulações com o potencial padrão (Figuras 3.2.2.1C e 3.2.4.1D), mas as afinidades das moléculas

do solvente (água e TFE) para o peptídeo diferem. Em particular, as IKBs da água e TFE estão

mais próximas umas das outras, implicando que a interação preferencial pelo TFE foi reduzida para
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a maioria dos sistemas, como mostrado na Tabela 3.2.2.1. Novamente, isso é esperado, já que uma

das interações específicas do TFE com o peptídeo foi removida. No entanto, para todos, exceto

para a solução de 80%, os parâmetros de interação preferencial são positivos e ainda implicam que o

TFE solvata preferencialmente o peptídeo. Entretanto, os conjuntos de estruturas do peptídeo não

são os mesmos nas simulações com os potenciais padrão e modificado, uma vez que, nas últimas, o

conteúdo helicoidal do peptídeo é maior em todas as simulações, e os peptídeos apresentam áreas

superficiais médias menores.

Figura 3.2.4.1: MDDFs A) da água e B) do TFE em função da concentração do cossolvente para
as simulações com potenciais modificados. As IKBs para água e TFE são mostradas em C) e D),
respectivamente.

Em resumo, as simulações com o potencial modificado levaram a um aumento no

conteúdo de ³-hélice do peptídeo, em contradição com a hipótese do efeito estabilizador da

interação entre o TFE e a cadeia principal. O peptídeo continua a ser preferencialmente solvatado

por TFE em todas as soluções aquosas, exceto na mais concentrada de TFE, na ausência da
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ligação de hidrogênio com a cadeia principal. Portanto, as interações não específicas, em sua

maioria apolares, entre TFE e o peptídeo são responsáveis pela interação preferencial e pela

proteção da estrutura helicoidal (veja a seção 3.2.5). Nesse sentido, nossos resultados apoiam

aqueles de Roccatano et al. (2002),72 que mostraram que as interações apolares têm um papel na

estabilização das hélices. O TFE apresenta interações fracas com resíduos apolares e não perturba

significativamente os contatos hidrofóbicos intra-peptídicos. Paralelamente, também foi relatado

que a presença de TFE na solução causa uma diminuição na constante dielétrica local, o que

promove a formação de hélices ao fortalecer as ligações de hidrogênio intra-peptídicas, e tais

efeitos não podem ser desconsiderados.119

3.2.5 Interações do TFE com os ensembles helicoidais e não helicoidais

Nas seções anteriores, discutimos que as interações não específicas com o peptídeo são

responsáveis pelo efeito protetor das hélices. Aqui, agrupamos as estruturas das simulações com

os potenciais padrão em conjuntos helicoidais e não helicoidais e caracterizamos as estruturas do

solvente em cada conjunto. Note, na Figura 3.2.1.1C, que os sistemas sem qualquer conteúdo

helicoidal representam cerca de 60% da amostragem, enquanto o agrupamento de estruturas com

elipticidade compreende os outros 40% e apresenta, em média, cerca de 40% dos resíduos em

conformação helicoidal. Assim, uma quantidade significativa de peptídeo não estruturado ainda está

presente no conjunto helicoidal.

Figura 3.2.5.1: MDDFs entre o peptídeo e A) água e B) em 20% de TFE para os conjuntos helicoidal
(vermelho) e não helicoidal (preto). O conjunto desenovelado forma mais ligações de hidrogênio
com a água e apresenta menos interações não específicas com TFE.
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As Figuras 3.2.5.1A e 3.2.5.1B mostram as MDDFs da água e do TFE para os conjuntos

helicoidal e não helicoidal no sistema com 20% de TFE (as MDDFs dos outros sistemas seguem

aproximadamente a mesma tendência). A Figura 3.2.5.1A mostra que os estados desenovelados,

sem estrutura helicoidal, formam ligações específicas ligeiramente mais fortes com a água do que o

conjunto de estruturas com algum conteúdo helicoidal, apoiando o papel das interações específicas

com a água na desestabilização das hélices. Isso pode ser observado pelo aumento na densidade

de moléculas de água no primeiro pico da distribuição (∼1,8 Å). As interações não específicas

(segundo pico) permanecem aproximadamente constantes.

A Figura 3.2.5.1B, por outro lado, mostra o efeito oposto para o TFE: o primeiro pico

permanece constante, mas a distribuição de moléculas de TFE diminui no segundo pico, indicando

que os estados desenovelados interagem menos favoravelmente com o TFE. Como resultado da

diminuição na força das interações não específicas entre os peptídeos e o TFE no conjunto não

helicoidal, moléculas de água se acumulam a curtas distâncias. Além disso, as interações não

específicas entre o TFE e o peptídeo são mais fortes no conjunto helicoidal, corroborando sua

importância na estabilização das hélices.

3.3 Conclusões

Investigamos os efeitos do 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) no equilíbrio conformacional do

peptídeo AAQAA
3

usando simulações de DM de amostragem ampliada com o método de troca de

réplicas REST2 para obter uma amostragem exaustiva do equilíbrio de enovelamento. A elipticidade

do peptídeo é sempre maior na presença de TFE, conforme mostrado pelos espectros teóricos de

CD e pelo cálculo direto do conteúdo de ³-hélice. Todas essas descobertas são consistentes com os

efeitos estabilizadores observados do TFE.75,86–88

As MDDFs demonstraram que o TFE interage com o oxigênio da cadeia principal do

peptídeo por meio de ligações de hidrogênio e exibe interações não específicas com suas cadeias

laterais por meio do grupo trifluormetil e hidrogênios alifáticos. O TFE compete com as moléculas

de água por interações específicas com o peptídeo. Além disso, o peptídeo é preferencialmente

solvatado pelo TFE em todas as concentrações. Conformações helicoidais exibem interações não

específicas mais fortes com o TFE do que os estados desestruturados.

As ligações de hidrogênio entre o TFE e a carbonila sugerem um mecanismo pelo qual
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o TFE restringiria o acesso das moléculas de água à cadeia principal, impedindo a competição com

as ligações de hidrogênio intra-hélice. No entanto, ao modificar o potencial de interação entre

o oxigênio da carbonila na cadeia principal e o hidrogênio polar do TFE, investigamos o papel

dessa interação na estabilidade das hélices. Inesperadamente, o conteúdo de ³-hélice aumentou

significativamente, implicando que a interação do TFE com a cadeia principal estabiliza o estado

desenovelado do peptídeo. Mesmo na ausência dessa interação polar forte, a presença de TFE

desidrata o peptídeo. Portanto, o papel estabilizador do TFE na hélice está mais provavelmente

associado ao "revestimento" da hélice, que exclui as moléculas de água da segunda camada de

solvatação da cadeia principal, e da primeira camada de solvatação das cadeias laterais do peptídeo.

Mecanismos indiretos associados a perturbações na estrutura da solução não podem ser descartados.
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Caṕıtulo 4

Enovelamento da BdpA e

estrututuras de hidratação

O domínio B da proteína A (BdpA) é um alvo atraente para estudos de enovelamento

de proteínas por possuir uma topologia simples contendo três hélices (Figura 4.0.0.1)120 e uma

cinética de enovelamento rápida.121,122 O enovelamento da BdpA tem sido investigado por meio de

simulações atomísticas e coarse-grained,123–125 bem como por métodos experimentais,126,127

demonstrando concordância do conjunto de enovelamento com uma descrição teórica baseada na

teoria da paisagem energética (seção 1.2).124–130 O mecanismo de enovelamento da BdpA pode ser

representado por uma cinética de dois estados, na qual os estados nativo (N) e desenovelado (U)

coexistem em equilíbrio sem uma população significativa de estados intermediários.126,127,131,132

Estados intermediários de curta duração, naturalmente, existem e foram caracterizados

recentemente.122,133

No que diz respeito à caracterização da variabilidade estrutural dos estados N e U,

simulações em alta temperatura125 e experimentos recentes de troca H/D mostraram que a

estrutura residual observada nos estados desnaturados está associada à hélice III.133 O estudo

experimental também sugeriu a possibilidade de uma ponte salina entre os resíduos Lys50 e Asp54

como responsável pela estabilidade da hélice III, além da hipótese de que essa hélice poderia atuar

como um sítio de iniciação do enovelamento do BdpA.133 Ao mesmo tempo, outros dados

experimentais da análise de valores Φ mostram que a hélice III está pouco formada no estado de

transição, enquanto a hélice II está bem formada.126,127,134,135 Portanto, não há um consenso claro

sobre os mecanismos subjacentes à formação/deformação das hélices da BdpA durante o

enovelamento.

Neste trabalho, investigamos o enovelamento da BdpA combinando simulações coarse-



CAṔITULO 4. ENOVELAMENTO DA BDPA E ESTRUTUTURAS DE HIDRATAÇÃO 75

grained usando os modelos baseados na estrutura do C³ (C³-SBM)48 e simulações atomísticas. As

simulações com os C³-SBM permitiram uma amostragem exaustiva da superfície de enovelamento,

incluindo os estados de transição. Por sua vez, simulações atomísticas de cada estrutura enovelada

permitiram obter estruturas equilibradas para uma análise detalhada de seu conteúdo de ³-hélice

e a interação com o solvente. Os resultados mostram que a diversidade conformacional do estado

nativo é devida principalmente à variabilidade conformacional da hélice I. As hélices I, II e III ocorrem

de maneira fracamente correlacionada, com coeficientes de correlação de Spearman de 0,15 (I

e II), 0,12 (I e III) e 0,26 (II e III). Esses resultados sugerem a maior cooperatividade entre as

hélices II e III. Nossos resultados permitem o agrupamento de estruturas parcialmente enoveladas da

BdpA com base em sua estrutura secundária, possibilitando a compreensão dos efeitos de solvente

na estabilidade relativa dos conjuntos de estruturas de enovelamento. Aqui, essa estabilidade é

ilustrada pela dependência estrutural das camadas de hidratação da proteína, conforme calculado

pelas MDDFs.

Figura 4.0.0.1: Representação em cartoon do domínio B da proteína A (BdpA), PDB:
1BDD.136 A Hélice I (10QQNAFYEILH19), a Hélice II (25EEQRNGFIQSLKD37) e a Hélice III
(42SANLLAEAKKLNDAQ56) são representadas em azul, verde e vermelho, respectivamente. Na
parte inferior, tem-se a sequência da BdpA colorida de acordo com a representação em cartoon.

4.1 Metodologia

4.1.1 Simulações com os Modelos Baseados na Estrutura e análises

Inicialmente, obtivemos o conjunto de enovelamento da BdpA (PDB: 1BDD)136

usando os Modelos Baseados na Estrutura dos carbonos alfa (C³-SBM, seção 2.2.2).48,50 A BdpA

é uma proteína modelo para estudos de enovelamento e tem sido amplamente
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estudada.128–130,137,138 As simulações com os SBMs permitem a amostragem exaustiva do espaço

conformacional da proteína, fornecendo, dentro das aproximações do modelo, um conjunto

completo de estados de enovelamento de pequenas proteínas como a BdpA. A convergência do

conjunto pode ser demonstrada pela obtenção de múltiplas transições entre os estados enovelados

e desenovelados na temperatura de transição (conhecida como temperatura de enovelamento, T
f
),

no caso de um modelo de enovelamento de dois estados, como o estudado aqui.

O mapa de contatos da BdpA foi determinado com o algoritmo Contact of Structural

Units (CSU).139 O C³-SBM foi gerado usando o servidor web SMOG (https://smog-server.org/).140

Todas as simulações com o C³-SBM foram realizadas com o Gromacs 4.6.7.141 Para determinar a

temperatura de enovelamento, dois conjuntos de simulações foram realizados. O primeiro conjunto

utilizou temperaturas entre 80 e 160K no Gromacs (as unidades reais não são significativas para

os SBMs) com um incremento de temperatura de 10K. Uma vez identificada aproximadamente a

temperatura de calor específico máximo, C
v
, um novo conjunto de simulações com temperaturas

variando entre 113 e 119K com incrementos de 1K foi realizado para localizar a temperatura de

enovelamento dentro de uma precisão de ∼1K. Em unidades de temperatura reduzida, as simulações

foram realizadas entre 0,66 e 1,33 com passos de 0,083 e entre 0,94 e 0,99 com passos de 0,0083

unidades de temperatura para o primeiro e segundo conjuntos de simulações, respectivamente. Essas

simulações foram analisadas com o Weighted Histogram Analysis Method (WHAM)142, conforme

implementado no SMOG2,143 para determinar a dependência da temperatura do calor específico,

C
v
(T ), e o potencial de força média, F(Q), em função da fração de contatos nativos (Q).

Cada simulação SBM consistiu em 5 x 108 passos com um intervalo de tempo de 0,0005

unidades reduzidas, a temperatura constante. Um contato foi considerado nativo se a distância entre

os átomos de C³ correspondentes não fosse maior que 20% da observada na estrutura experimental

de RMN.136 A temperatura de calor específico máximo é a temperatura de enovelamento da proteína

(T
f
). Na T

f
, os estados enovelado e desenovelado têm populações similares. A simulação SBM

realizada na T
f

foi usada para estudar o conjunto de enovelamento. A convergência estatística dos

valores de Q na temperatura de enovelamento foi confirmada pela média em blocos (calculado com

o pacote MolSimToolkit.jl - versão 1.3.4), que mostra que o tempo de correlação característico de

Q é muito inferior ao tempo total de simulação.
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4.1.2 Enovelamento da BdpA no espaço de fase 2D

O enovelamento da BdpA foi visualizado com o Energy Landscape Visualization Method

(ELViM).124,144–149 Dado que o enovelamento de proteínas ocorre em um espaço multidimensional,

sua visualização depende de uma redução de dimensionalidade. O método ELViM utiliza as matrizes

de distâncias internas das conformações para definir uma métrica robusta de similaridade entre

estruturas, sem uma definição prévia de uma coordenada de reação. A matriz de similaridades

entre as conformações é projetada em um espaço bidimensional, otimizando as distâncias entre os

pontos de modo que estas sejam correlacionadas com a dissimilaridade entre as estruturas. Para

essa projeção, aplicamos a técnica Force Scheme,150 conforme implementada no ELViM.124

4.1.3 Análise da estrutura secundária a partir das estruturas contendo

todos os átomos

Para calcular as estruturas secundárias, as representações de todos os átomos de 5.000

estruturas da simulação com o C³-SBM, realizada na T
f
, foram reconstruídas usando o software

Pulchra.151 As caixas de simulação foram construídas com uma distância mínima de 12,0 Å dos

extremos da proteína, utilizando o Packmol.96,97 Isso resultou em volumes de caixa variando de

1,428 x 105 Å3 a 4,231 x 105 Å3, com o número de moléculas de água variando entre 4401 e 13775.

A estrutura da proteína foi restringida aplicando potenciais harmônicos com constantes de força de 25

kcal mol−1 nos átomos de C³, de modo que a topologia SBM fosse preservada, permitindo ao mesmo

tempo a relaxação dos átomos reconstruídos. O campo de força CHARMM36152 para a proteína

e o modelo de água TIP3P153 foram usados. Todas as simulações atomísticas foram realizadas no

Gromacs 2021.2154 a 298,15 K, 1 atm, e com intervalo de tempo de 2 fs. Inicialmente, o sistema

foi minimizado em até 20.000 passos utilizando o método Steepest Descent e equilibrado por 1 ns

no ensemble de volume e temperatura constantes (NVT), seguido por 1 ns de simulação de volume

e pressão constantes (NPT). A temperatura e a pressão foram controladas usando o termostato de

Berendsen155 modificado e o barostato de Parrinello-Rahman.91 Finalmente, simulações de produção

de 10 ns foram realizadas no conjunto NPT para cada sistema, totalizando 50 µs de simulação. O

conteúdo de estrutura secundária das estruturas foi calculado com o método DSSP, usando o pacote

ProteinSecondaryStructures.jl.156 Os resíduos pertencentes às hélices I, II e III (Figura 4.0.0.1) foram

atribuídos de acordo com a literatura.126,127,134,157 A atribuição do conteúdo de ³-hélice com o DSSP
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exigiu estruturas de todos os átomos equilibradas, uma vez que as estimativas obtidas diretamente

dos modelos reconstruídos com Pulchra falharam. O conteúdo de ³-hélice obtido do conjunto

estruturas de enovelamento foi mapeado na projeção ELViM para obter gráficos de contorno com a

função histogram2dcontour do pacote PlotlyJS.jl v0.18.10. O coeficiente de correlação de postos de

Spearman foram calculados para identificar as correlações entre as hélices durante o enovelamento.

4.1.4 Base molecular da hidratação

A hidratação de cada estrutura foi estudada usando as MDDFs e a teoria de soluções

de KB, descritas na seção 2.1. As MDDFs, IKBs e mapas de solvatação foram calculados com o

pacote ComplexMixtures.jl.158 Calculamos as MDDFs e as IKBs para os subconjuntos dos ensembles

com diferentes características de enovelamento de forma independente, compreendendo médias de

dezenas ou centenas de estruturas em cada caso.

A metodologia descrita acima está integrada em um pipeline abrangente (Figura 4.1.4.1).

As etapas iniciais, destacadas em preto, foram realizadas para validar o enovelamento da BdpA com

base em trabalhos anteriores. As etapas sucessivas, destacadas em verde, foram implementadas

neste trabalho para investigar a associação entre o enovelamento da BdpA, a formação de sua

estrutura secundária e a estrutura do solvente ao redor de estados parcialmente enovelados.

Figura 4.1.4.1: Pipeline para estudar o enovelamento da BdpA. As etapas iniciais (preto) validaram
o enovelamento da BdpA com base em trabalhos anteriores, enquanto que os passos incrementais
(verde) permitiram investigar a relação entre o enovelamento da BdpA, a formação de sua estrutura
secundária e a estrutura do solvente em torno de estados parcialmente enovelados.
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4.2 Resultados e discussão

Os resultados são divididos em três partes: 1) a validação do conjunto de enovelamento

obtido; 2) a análise da elipticidade da estrutura; 3) insights sobre as estruturas de solvatação

dos estados parcialmente enovelados. Dessa forma, na seção 4.2.1, mostramos as propriedades do

conjunto simulado e sua consistência com simulações anteriores e resultados experimentais. Na

seção 4.2.2, caracterizamos a formação das hélices da proteína BdpA com um nível de detalhe

sem precedentes, revelando sua correlação com a natureza heterogênea dos conjuntos enovelados

e desenovelados, e a correlação entre os conteúdos de ³-hélice de cada elemento da estrutura.

Finalmente, na seção 4.2.3, mostramos como as estruturas de solvatação da proteína variam em

cada um dos conjuntos desenovelados em relação ao estado enovelado.

4.2.1 Enovelamento da BdpA em um espaço de fase 2D

Proteínas com mecanismos de enovelamento de dois estados exibem uma temperatura de

enovelamento bem definida, pela qual a distribuição de moléculas em uma propriedade mensurável

é bimodal. O pico agudo no perfil de C
v
(T ) na Figura 4.2.1.1A mostra que o modelo de dois

estados é uma boa representação do enovelamento da BdpA a partir do SBM. Não há estados

intermediários estáveis neste caso, mas sim um conjunto de estados intermediários de curta duração

que são distintos entre si.

Também é possível identificar os conjuntos nativo (N) e desenovelado (U) a partir do

perfil de energia livre em função da fração de contatos nativos F(Q) em T
f

(Figura 4.2.1.1B). Existe

uma única barreira de energia bem definida conectando os estados N (Q ∼ 0,8) e U (Q ∼ 0,3). Na

Figura 4.2.1.1C, os valores de Q em função dos intervalos de tempo na temperatura de enovelamento

(T
f
) mostram claramente várias transições entre os estados N e U, indicando uma boa amostragem

da transição. A proteína BdpA não visita estados completamente estendidos (Q ∼ 0), o que foi

sugerido como consequência de alguns contatos nativos de alta afinidade. A formação de contatos

e a distância média entre pares de átomos revelaram três contatos com a maior probabilidade de

serem preservados (38-42, 83,52%; 38-45, 84,18% e 20-31, 86,00%), envolvendo principalmente a

volta I (resíduos de 19-25) e a volta II (resíduos de 37-42). Além disso, as distâncias médias desses

pares de átomos são próximas às observadas na estrutura experimental.

Na Figura 4.2.1.1D, ilustramos o conjunto de enovelamento mapeando a densidade de
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probabilidade do conjunto em função dos RMSDs (eixo y), calculados em relação à estrutura nativa

(PDB: 1BDD), e à fração de contatos nativos (eixo x). Os estados enovelados abrangem uma faixa

de valores de Q de aproximadamente 0,5 a 0,9 e valores de RMSD de 0,2 a 0,6 nm. O conjunto

desenovelado exibe valores de Q entre 0,2 e 0,4, e RMSDs maiores entre aproximadamente 0,9 e

1,6 nm.

Figura 4.2.1.1: Caracterização do enovelamento da BdpA. A) Calor específico (C
v
) em função

da temperatura, permitindo a identificação da temperatura de enovelamento (T
f

= 0,97 unidades
reduzidas). B) Energia livre em função da fração de contatos nativos (Q). A partir da simulação
realizada em T

f
: C) Fração de contatos nativos (Q) em função do tempo da simulação (τ em

unidades reduzidas). D) Mapas de contorno da densidade de probabilidade (PD, Probability Density)
em função de Q e RMSD.

Embora seja possível classificar os estados nativos e desenovelados na Figura 4.2.1.1, a

diversidade conformacional de cada estado e dos intermediários está oculta nessas representações.

Portanto, utilizamos aqui um método independente de coordenadas, o método ELViM,137 para obter

uma visualização detalhada do conjunto de enovelamento da proteína.

A Figura 4.2.1.2 mostra uma projeção 2D do espaço de fase obtida com o ELViM,
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colorida com a fração de contatos nativos (Q). Cada ponto na figura representa uma estrutura das

simulações com os SBMs. A projeção tenta mapear a dissimilaridade estrutural entre as estruturas à

distância euclidiana na projeção. Assim, pontos próximos indicam estruturas semelhantes, enquanto

pontos distantes indicam estruturas diferentes. Muitas estruturas dissimilares apresentam valores

de Q semelhantes, ilustrando a variabilidade conformacional do que é definido como o conjunto

desenovelado. O mapa obtido reproduz os mapas previamente calculados.123,159 A variabilidade

estrutural do conjunto desenovelado está associada à formação das hélices da BdpA, conforme será

discutido.

Figura 4.2.1.2: Projeção do conjunto de enovelamento da BdpA obtida com o ELViM. Cada
estrutura é representada como um ponto, com uma cor associada à fração de contatos nativos
(Q): regiões em amarelo e em roxo representam os estados nativos (Q alto) e desenovelados (Q
baixo), respectivamente.

4.2.2 Formação de hélices no conjunto de enovelamento da BdpA

A Figura 4.2.2.1 mostra as projeções do ELViM das estruturas de enovelamento, mas

coloridas de acordo com a elipticidade da proteína. A elipticidade total é mostrada na Figura

4.2.2.1A, e, em comparação com a Figura 4.2.1.2, fica claro que as regiões de maior conteúdo de ³-

hélice são aquelas associadas a uma maior fração de contatos nativos, ou seja, ao conjunto enovelado.

As Figuras 4.2.2.1B-D mostram o conteúdo de ³-hélice da proteína nas regiões correspondentes às
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hélices I, II e III, respectivamente, sobre a projeção do ELViM. É possível perceber nas Figuras

4.2.2.1A-C que a formação da hélice I é um pior indicativo do estado enovelado do que a formação

das hélices II e III. Assim, os mapas sugerem que a hélice I é menos estável (menos populada nos

estados nativos) do que as hélices II e III, em concordância com dados experimentais.121,126,127 A

probabilidade da hélice I estar completamente desenovelada (conteúdo de ³-hélice de ≤ 0,25) é de

43%. Por outro lado, as probabilidades de as hélices II e III estarem desenoveladas são menores, 17%

e 16%, respectivamente. Da mesma forma, simulações anteriores mostram a maior instabilidade da

hélice I e sugerem ainda que ela é particularmente instável na ausência de contatos com a hélice

II.123

Figura 4.2.2.1: Conteúdo de ³-hélice projetado nas estruturas de enovelamento. A cor
em cada gráfico é uma função do conteúdo de: A) ³-Hélice total da proteína, B)
³-Hélice I (10QQNAFYEILH19), C) ³-Hélice II (25EEQRNGFIQSLKD37), D) ³-Hélice III
(42SANLLAEAKKLNDAQ56).

Os histogramas de ocorrência das estruturas de enovelamento podem fornecer uma

perspectiva sobre a ocupação dos espaços de fase em função do conteúdo de ³-hélice da BdpA.

As Figuras 4.2.2.2A-D mostram as projeções do ELViM dos conjuntos de enovelamento da proteína

BpdA para diferentes extensões da formação de hélices. Os estados desenovelados serão nomeados

como U
Q

H
, onde o sobrescrito H indica o conteúdo médio de ³-hélice do conjunto, e o subscrito Q

refere-se a classificação do conjunto em função dos valores decrescentes de Q. Por exemplo, N
B0

84
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(Figura 4.2.2.2A) representa o conjunto nativo de BdpA, que exibe, em média, 84% de ³-hélice

do modelo de RMN.136 Alternativamente, U
B11

37
, na Figura 4.2.2.2C, é um conjunto desenovelado da

BdpA com 37% de sua estrutura secundária nativa, sendo o 11º conjunto em ordem decrescente de

contatos nativos.

Figura 4.2.2.2: Mapas de contorno da PD das estruturas da BdpA com A) >75%-100%, B) >50%-
75%, C) >25%-50% e D) 0%-25% de ³-hélice. O conteúdo de ³-hélice total é calculado a partir
da soma das três hélices da BdpA.

A Figura 4.2.2.2D mostra pelo menos três regiões distintas (U
B9

14
, U

B8

17
, and U

B7

15
) no

espaço de fase onde a BdpA desenovelada é mais provável de ser encontrada com uma elipticidade

baixa (<25%). Essas regiões representam estados desenovelados distintos. Na Figura 4.2.2.2C,

vários conjuntos dissimilares de estruturas com densidade significativa têm conteúdo de ³-hélice

entre 25%-50%. Segundo Garcia e Onuchic (2003),123 o estado de transição da BdpA contém pelo

menos 40% de ³-hélice, estando, portanto, presente no conjunto de estruturas da Figura 4.2.2.2C.

Por outro lado, muitas estruturas com conteúdo de ³-hélice maior que 50-75% (Figura 4.2.2.2B)

já apresentam características de estruturas nativas, pois ocupam quase exclusivamente a região do

estado nativo (região N
B0

84
, Figura 4.2.2.2A).

Na Figura 4.2.2.3 avaliamos o coeficiente de correlação de postos de Spearman entre
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cada hélice durante o enovelamento da BdpA. O coeficiente de correlação de postos de Spearman

é particularmente útil aqui, dado que as correlações entre os conteúdos de ³-hélices, ou entre as

hélices e a proteína completa, são aparentemente não lineares (dados não mostrados). A Figura

4.2.2.3 mostra os histogramas de ocorrência de cada hélice em função do conteúdo de ³-hélice

de cada uma das outras hélices, a fim de ilustrar as possíveis correlações entre sua formação em

todo o ensemble de enovelamento. As Figuras 4.2.2.3A e 4.2.2.3B mostram que há uma baixa

correlação entre as hélices I e II, e entre as hélices I e III: as hélices II e III podem apresentar uma

ampla variedade de estados de estruturação enquanto a hélice I está desenovelada. Por outro lado,

na Figura 4.2.2.3C, vemos que os estados mais prováveis envolvendo as hélices II e III são aqueles

em que ambas têm um baixo conteúdo de ³-hélice (≤30%) ou estão estruturadas (conteúdo de

³-hélice ≥70%). Os coeficientes de correlação para a formação das hélices I e II (Figura 4.2.2.3A),

I e III (Figura 4.2.2.3B), e II e III (Figura 4.2.2.3C) são 0.1539, 0.1259 e 0.2561, confirmando que

as hélices II e III estão de certa forma correlacionadas, ao menos em um grau maior que os outros

pares de hélices.

Figura 4.2.2.3: Mapas de contorno da PD dos estados em função dos conteúdos de A) ³-Hélice I e
³-Hélice II, B) ³-Hélice I e ³-Hélice III, e A) ³-Hélice II e ³-Hélice II da BdpA.

4.2.3 Hidratação em estados enovelados e desenovelados

Como ilustrado na Figura 4.2.2.2, obtivemos uma classificação de vários estados

desenovelados da BdpA, em função de suas distâncias na projeção 2D e de seu conteúdo de

estrutura secundária. Para cada estrutura reconstruída com todos os átomos, de cada conjunto

representado na Figura 4.2.2.2, realizamos simulações em água para fornecer uma caracterização

detalhada de como o estado de enovelamento da proteína afeta sua estrutura de solvatação.
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Figura 4.2.3.1: A) MDDFs da água para os subconjuntos de estruturas. B) Conjuntos de estruturas
obtidas a partir da Figura 4.2.2.2. C) IKBs correspondentes para água. D) Diferença na densidade
das MDDFs em torno dos estados nativo (N

B0

84
) e desenovelado (U

B11

37
). As cores em vermelho

indicam uma maior densidade da água em torno do estado nativo (N
B0

84
), enquanto que as cores em

azul estão associadas a maiores densidades de água em torno do estado desenovelado (U
B11

37
). O

último caso destaca as interações do solvente com resíduos predominantemente hidrofóbicos, que
estão protegidos do solvente no estado nativo.

A Figura 4.2.3.1A mostra as MDDFs médias da água para conjuntos selecionados de

estados enovelados e desenovelados. Aqui, escolhemos ilustrar a solvatação de três conjuntos: o

estado nativo (N
B0

84
) e dois estados desenovelados (U

B4

39
e U

B11

37
) que apresentaram os picos de ligação

de hidrogênio máximos e mínimos entre os conjuntos classificados na Figura 4.2.2.2. Na Figura

4.2.3.1B, a sobreposição das estruturas desses conjuntos é mostrada. O conjunto U
B4

39
tem um

arranjo terciário que se assemelha ao do estado enovelado, mas com hélices parcialmente formadas,

enquanto as estruturas do estado U
B11

37
estão desenoveladas e quase completamente estendidas.

De maneira geral, a densidade de moléculas de água aumenta a curtas distâncias e
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diminui na segunda camada de solvatação à medida que a proteína se enovela. Os estados nativo

N
B0

84
e o desenovelado U

B4

39
exibem funções de distribuição (Figura 4.2.3.1A - preto e azul) e IKBs

(Figura 4.2.3.1C) semelhantes. Isso ilustra que os estados desenovelados podem interagir com o

solvente de maneira semelhante ao estado nativo, se as conformações expuserem área superficial e

resíduos semelhantes. Por outro lado, o conjunto U
B11

37
exibe um pico de ligação de hidrogênio mais

curto (em ∼1,9 Å) e um pico de hidratação maior associado as interações não específicas (em ∼2,7

Å).

A diminuição inicial nos valores das IKBs (Figura 4.2.3.1C) está associada aos volumes

de exclusão da proteína. O conjunto de estruturas nativas é o mais compacto (diminuição inicial

mais rasa). O conjunto U
B11

37
tem o mínimo mais profundo, implicando em um maior volume de

exclusão. No entanto, o aumento da densidade de água em torno do segundo pico compensa a

exclusão inicial, e as IKBs convergem para praticamente o mesmo valor, o que implica que, neste

caso, os volumes molares aparentes da proteína são semelhantes, independentemente do estado de

enovelamento.

Na Figura 4.2.3.1D, tem-se as variações na densidade de moléculas de água na

superfície de resíduos individuais tanto no estado nativo quanto no estado desenovelado, pelo

cálculo da contribuição de cada resíduo para as MDDFs. O aspecto intrigante dessa análise é que

ela mostra como as moléculas de água interagem com os resíduos da proteína, dependendo dos

estados conformacionais e, consequentemente, da exposição ao solvente. Regiões marcadas em

vermelho denotam maior densidade de água no estado nativo, enquanto aquelas em azul indicam

maior densidade de água no estado desenovelado. Notavelmente, dentro da primeira camada de

solvatação, a densidade de água é significativamente maior no estado nativo (N
B0

84
) em comparação

com o estado desenovelado (U
B11

37
), especialmente em regiões próximas aos resíduos carregados

(D3, K5, K8, E9, E25, E26, K36, D37, D38). Na segunda camada, a densidade é geralmente

maior no estado desenovelado, particularmente ao redor de resíduos hidrofóbicos (F14, I17, L23,

F31, I32, L35, L45, L46), que são expostos quando a proteína sofre desnaturação. A abordagem

apresentada, portanto, pode identificar quais resíduos são expostos ou protegidos do solvente

durante a desnaturação da proteína, de uma maneira dependente da camada de solvatação.
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4.3 Conclusões

Neste trabalho, combinamos simulações C³-SBM e atomísticas para fornecer insights

sobre o equilíbrio das hélices da BdpA nos conjuntos enovelado e desenovelado. Simulações com os

C³-SBM e o método ELViM permitiram obter uma visão detalhada dos conjuntos de enovelamento

da BdpA, com múltiplos estados enovelados e, particularmente, estados desenovelados. Além disso,

identificamos muitos conjuntos de estruturas dissimilares com conteúdos semelhantes de ³-hélice

nas regiões de maior densidade de probabilidade nos espaços de fase 2D da BdpA. A formação das

hélices individuais foi investigada a partir dos resultados das simulações atomísticas, que forneceram

estruturas equilibradas cruciais para determinar o conteúdo de estrutura secundária.

A Hélice I é a mais instável das hélices e é responsável pela heterogeneidade do estado

nativo da BdpA, enquanto a Hélice II é a mais estável. Observamos um enovelamento gradual das

hélices em direção à estrutura nativa, consistente com o cenário de funil. No entanto, também

identificamos que as hélices estão fracamente, mas positivamente correlacionadas, com coeficientes

de correlação de Spearman iguais a 0,15 (Hélices I e II), 0,12 (Hélices I e III) e 0,26 (Hélices II

e III). Esse resultado indica que as hélices se formam e se deformam inúmeras vezes de maneira

fracamente correlacionada.

Finalmente, com a caracterização precisa do conjunto estrutural, conseguimos descrever

as estruturas de hidratação de cada conjunto de estrutura usando as MDDFs. A estrutura de

hidratação muda do estado enovelado para os desenovelados, reduzindo a importância relativa das

ligações de hidrogênio e aumentando a densidade de água em distâncias associadas as interações

não específicas. O volume molar aparente das estruturas, no entanto, acaba sendo semelhante para

todos os estados. Uma análise detalhada da contribuição de cada resíduo para as estruturas de

hidratação permitiu identificar os resíduos que são expostos à água durante a desnaturação. Esses

resultados abrem caminho para a análise dos efeitos de osmólitos na estrutura e no equilíbrio do

enovelamento de proteínas, que será abordado no Capítulo 5.
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Caṕıtulo 5

Efeitos de osmólitos no

enovelamento de

protéınas

Compreender como os osmólitos influenciam o enovelamento de proteínas é

fundamental para a biologia e a biotecnologia.160–162 O TMAO, um osmólito protetor bem

conhecido, encontrado em espécies marinhas e nos rins de mamíferos,163 é preferencialmente

excluído da superfície de proteínas,164,165 e aumenta tanto a temperatura de melting (T
m

) quanto

a energia livre de desenovelamento da proteína (∆G
0

U
).44,166,167 Por outro lado, a ureia, um

desnaturante comum, interage preferencialmente com as proteínas, e reduz tanto T
m

quanto

∆G
0

U
.167,168

O efeito dos osmólitos na estabilidade proteica pode ser analisado, em um primeiro

nível de aproximação, a partir de suas interações com a proteína no estado nativo: a exclusão do

osmólito da superfície da proteína favorece estruturas compactas, normalmente associadas as formas

enoveladas.169,170 Por outro lado, interações preferenciais entre a proteína e o osmólito promovem

a exposição dos resíduos da proteína e a desnaturação.171,172 Esse raciocínio é uma simplificação

excessiva para proteínas, pois a desnaturação altera a natureza química geral da sua superfície.

Assim, as interações observadas no estado nativo não capturam completamente a complexa relação

entre cossolventes e o conjunto desenovelado.173 Caracterizar o estado desenovelado é difícil, tanto

experimental quanto computacionalmente, devido à sua ampla diversidade conformacional.171 Além

disso, compreender de forma consistente a estrutura de solvatação e a termodinâmica em uma

grande variedade de conformações desnaturadas é um grande desafio.173,174

A obtenção de parâmetros de interação preferencial para múltiplas conformações de

proteínas (de forma experimental ou computacional) permite uma análise mais abrangente do

impacto dos cossolventes no equilíbrio de enovelamento.172,173,175 A diferença na solvatação
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preferencial entre dois estados está relacionada à dependência de suas populações relativas em

função da concentração do cossolvente.39 Além disso, determinar o efeito absoluto do cossolvente

no equilíbrio de enovelamento requer a medição direta das constantes de equilíbrio tanto em

solvente puro quanto em soluções com cossolvente, ou a determinação das energias livres de

transferência dos estados nativo e desenovelado.167

A caracterização experimental do equilíbrio de enovelamento é desafiadora, pois as

conformações dos conjuntos nativo e desenovelado podem diferir em condições protetoras e

desnaturantes, e os experimentos dependem de uma variável reduzida para classificar os conjuntos:

a atividade da proteína, o conteúdo de estrutura secundária, um sinal específico de RMN, etc. Do

ponto de vista computacional, os desafios são igualmente significativos: a amostragem adequada

do enovelamento da proteína, a visualização precisa das superfícies de enovelamento, métodos

confiáveis para identificar as camadas de solvatação ao redor do soluto e a obtenção da

convergência das propriedades termodinâmicas exigem precisão metodológica.

Neste trabalho, desenvolvemos uma abordagem computacional para investigar os efeitos

estruturais e termodinâmicos da ureia e do TMAO ao longo da paisagem energética de duas proteínas

modelo com motivos estruturais distintos: o domínio SH3, rico em folhas-´,176 e o domínio B da

proteína A (BdpA), predominantemente formado por ³-hélices.136 Combinamos os SBMs52 com

simulações atomísticas para gerar os conjuntos de enovelamento, e utilizamos as MDDFs24 para

caracterizar as estruturas de solvatação, os parâmetros de interação preferencial e as energias livres

de transferência dos intermediários.

Nossos resultados demonstram que os efeitos de solvatação variam entre conformações

desenoveladas, influenciando a paisagem energética e potencialmente alterando as vias de

desenovelamento. Além disso, mostramos que o efeito desnaturante da ureia decorre de seu

acúmulo preferencial em locais de interações dispersivas, que são mais prevalentes nos estados

desenovelados. A decomposição das MDDFs em contribuições residuais revelou detalhes inéditos

sobre a correlação entre exposição ao solvente e intermediários de enovelamento. Os efeitos dos

cossolventes nas energias livres de enovelamento estão de acordo com os dados experimentais

dentro de 1 kcal·mol
−1

, validando os campos de força e os métodos de análise. Esses resultados

oferecem uma nova perspectiva sobre a interação entre osmólitos e proteínas, com implicações

para o design de solventes e biomoléculas.
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5.1 Metodologia

5.1.1 Simulações com os Modelos Baseados na Estrutura e análises

Os conjuntos de enovelamento dos domínios SH3 (PDB: 1FMK)176 e BdpA (PDB:

1BDD)136 foram gerados a partir de simulações com os modelos baseados na estrutura dos C³ (C³-

SBMs, seção 2.2.2). O mapa de contatos das estruturas nativas foi determinado usando o algoritmo

Contact of Structural Units (CSU),139 resultando em 140 e 98 contatos, respectivamente. Os C³-

SBMs foram gerados utilizando o servidor web SMOG (https://smog-server.org/) e as simulações

foram realizadas com o Gromacs 4.6.7.141

O conjunto de enovelamento descrito para BdpA no Capítulo 4177 foi utilizado neste

trabalho. Um protocolo semelhante foi adotado aqui para obter o conjunto de enovelamento da

SH3. Para a proteína SH3, as simulações foram conduzidas em temperaturas variando de 110 a

170 unidades, com um incremento de temperatura de 10 unidades. As simulações a temperaturas

constantes consistiram em 5 x 10
8

passos com um intervalo de tempo de 0,0005 unidades

reduzidas. Após identificar aproximadamente a temperatura de calor específico máximo, C
v
, um

novo conjunto de simulações foi realizado com temperaturas variando entre 135 e 139, com

incrementos de 1 unidade, para localizar com precisão de ∼1 unidade a temperatura de

enovelamento (T
f
). Em unidades de temperatura reduzida, as simulações foram conduzidas entre

0,91 e 1,41 com incrementos de 0,083 e entre 1,12 e 1,15 com incrementos de 0,0083 unidades de

temperatura para o primeiro e o segundo conjuntos de simulações, respectivamente. A simulação

na T
f

foi estendida dez vezes para aumentar a amostragem das transições conformacionais.

A dependência da temperatura do calor específico (C
v
(T )) e o potencial de força

média em função da fração de contatos nativos (F(Q)) dessas simulações foram analisados com o

WHAM,142 conforme implementado no SMOG2.143 Um contato foi classificado como nativo se a

distância entre os átomos de C³ correspondentes não excedesse 20% do valor observado nos

modelos determinados experimentalmente. A convergência estatística dos valores de Q na T
f

foi

confirmada por média em blocos usando o pacote MolSimToolkit.jl versão 1.3.4.
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5.1.2 Espaço de fase do enovelamento de protéınas

O método ELViM (seção 4.1.2) foi utilizado para representar o espaço de fases do

enovelamento das proteínas SH3 e BdpA. As estruturas secundárias foram determinadas pelo método

DSSP,102,178 utilizando o pacote ProteinSecondaryStructures.jl.

5.1.3 Simulações atoḿısticas e análises

Um total de 5.000 modelos SBM para cada proteína, extraídos das simulações

realizadas na temperatura de enovelamento (T
f
), foram reconstruídas como modelo de todos os

átomos utilizando o software Pulchra.151 Em seguida, estudamos a solvatação de cada estrutura

reconstruída em soluções de ureia 0,5 mol L
−1

e TMAO 0,5 mol L
−1

.

Caixas de simulação ortorrômbicas foram construídas com uma distância mínima de 12,0

Å a partir das extremidades da proteína, utilizando o software Packmol.96,97 Os detalhes de cada

sistema, incluindo o volume da caixa e o número de moléculas de solvente, estão apresentados nas

Tabelas Suplementares I.0.0.1-I.0.0.4 do Apêndice I. Cada conformação foi restringida pela aplicação

de potenciais harmônicos com constantes de força de 25 kcal·mol
−1

nos átomos de C³, de modo

que a topologia C³-SBM fosse preservada, permitindo a relaxação dos átomos reconstruídos e do

solvente. O campo de força CHARMM36152 foi utilizado para a proteína, juntamente com o modelo

de água TIP3P.153 As moléculas de ureia foram modeladas pela combinação do CGenFF179,180 e das

cargas do campo de força KBFF, desenvolvido para reproduzir as IKBs das moléculas de ureia e

água.181 O TMAO foi descrito pelo campo de força de Netz,182 com a correção proposta por Shea e

colaboradores,183 projetada para reproduzir com precisão as IKBs do TMAO em soluções ternárias

contendo água, TMAO e ribonuclease T1 (RNase T1).167

Todas as simulações atomísticas foram realizadas no GROMACS 2021.2150 a 298,15 K,

1 atm, e com um passo de integração de 2 fs. Inicialmente, os sistemas foram minimizados por

até 20.000 passos do método Steepest Descent e equilibrados por 1 ns no ensemble de volume e

temperatura constantes (NVT), seguido de 1 ns de simulação no ensemble de volume e pressão

constantes (NPT). A temperatura e a pressão foram controladas pelo termostato de Berendsen

modificado155 e pelo barostato de Parrinello-Rahman.91 Finalmente, foram realizadas simulações de

produção de 10 ns no ensemble NPT para cada sistema, totalizando 240 µs de simulação, utilizadas

para obter as MDDFs, IKBs e os parâmetros de interação preferencial dos sistemas.
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Simulações em ureia e TMAO a 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75 e 1,0 mol L−1 , com seis

estruturas representativas selecionadas dos conjuntos da SH3 e da BdpA, foram realizadas para

determinar as energias livres de transferência durante a transição de enovelamento

(N (nativa) á¾ U (desenovelada)) das proteínas. Foram realizadas 20 réplicas de 25 ns para cada

sistema, totalizando 42 µs de simulação. As estruturas representativas foram selecionadas

utilizando a função most_representative_structure do pacote MolSimToolkit.jl

(https://github.com/m3g/MolSimToolkit.jl), versão 1.23.0. A estrutura mais representativa foi

definida como aquela com o menor RMSD em relação à estrutura média de cada conjunto.

5.1.4 Caracterização da estrutura e termodinâmica do solvente

Este estudo emprega um sistema de notação para maior clareza: w (água), p

(proteína), c (cossolvente) e s (água ou cossolvente). O pacote ComplexMixtures.jl23 foi utilizado

para caracterizar as estruturas de solvatação a partir das MDDFs e da teoria de solvatação de

Kirkwood-Buff (seção 2.1). Especificamente, o pacote fornece as funções de distribuição, as IKBs

e as decomposições atômica, de grupo e de resíduos necessárias para uma compreensão molecular

da solvatação. Mapas de densidade, úteis para identificar a contribuição de cada resíduo da

proteína para a MDDF total, foram gerados com a função ResidueContributions do

ComplexMixtures.jl.

A partir das IKBs, é possível obter os parâmetros de interação preferencial (Γ). Dado o

Γpc para dois estados, a equação de ligação de Wyman (Equação 2.1.2.10) é usada para

determinar a direção em que um cossolvente irá conduzir a reação em uma dada concentração. As

energias livres de transferência são calculadas usando a integração numérica da Equação 2.1.3.2,

com a Equação 2.1.3.12 como o integrando, a partir de um conjunto finito de simulações dos

estados considerados em diferentes concentrações do cossolvente. O cálculo das energias livres de

transferência seguiu o protocolo descrito por Lin e Timasheff.167 A média dos parâmetros de

interação preferencial de 20 simulações, calculada em sete concentrações de cossolvente, é usada

para determinar ∂∆µ
U−N

p,tr
= ∆µ

U

p,tr
− ∆µ

N

p,tr
, ou seja, a diferença entre as energias livres de

transferência associadas à transição N á¾ U para cada estado desenovelado. Os códigos estão

disponíveis no repositório https://m3g.github.io/PereiraMartinez2024.jl/dev/. A combinação de

MDDFs, Γ, ∆Γ e ∆µ (seção 2.1) permite uma caracterização abrangente das estruturas de
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solvatação nos conjuntos de enovelamento das proteínas.

5.2 Resultados

5.2.1 Paisagens de enovelamento de protéınas modelo

Entender como cossolventes afetam a superfície de energia livre do enovelamento de

uma proteína requer a caracterização da sua variabilidade conformacional. A teoria da paisagem

energética14,184 fornece um arcabouço para modelar os mecanismos de enovelamento proteico e serve

de base para simulações utilizando modelos baseados na estrutura (SBMs). Os SBMs demonstram

ser capazes de fornecer representações coarse-grained das superfícies de energia do enovelamento

proteico e dos conjuntos estruturais de proteínas modelo.124,128–130,138,185–189 Neste trabalho, os

SBMs foram inicialmente utilizados para amostrar a superfície conformacional da SH3 (um modelo de

enovelamento em folhas-´, Figura 5.2.1.1A) e da BdpA (um domínio helicoidal, Figura 5.2.1.1B).177

Os mecanismos de enovelamento desses modelos foram amplamente caracterizados por métodos

experimentais e computacionais, incluindo simulações com os SBMs.124,128–130,138,177

As simulações com os SBMs podem ser realizadas na temperatura de enovelamento do

modelo, permitindo múltiplas transições entre os estados enovelado e desenovelado, o que possibilita

a reconstrução da superfície de energia livre do enovelamento. Para a SH3, as propriedades gerais

da amostragem via SBM são mostradas na Figura 5.2.1.1C. Para a BdpA, a caracterização da

superfície de enovelamento é apresentada na Figura 5.2.1.1D, e mais detalhes foram recentemente

publicados.177 Perfis de C
v
(T ) com picos únicos e bem definidos (Figuras 5.2.1.1C e 5.2.1.1D)

indicam mecanismos de enovelamento em dois estados, embora a transição de enovelamento seja

mais nítida para SH3 do que para BdpA. Nas Figuras 5.2.1.1C e 5.2.1.1D, painéis iii), observa-se

a amostragem exaustiva da fração de contatos nativos (Q) ao longo do tempo, indicando a correta

amostragem das paisagens conformacionais.

A visualização da superfície de enovelamento requer técnicas de redução de

dimensionalidade. Assim, para cada simulação SBM, as conformações amostradas foram

projetadas em um espaço bidimensional utilizando o ELViM.124,149 Nos painéis i) das Figuras

5.2.1.1C e 5.2.1.1D, cada ponto representa uma conformação obtida na simulação SBM, e as

distâncias entre os pontos na projeção são otimizadas para correlacionar com a dissimilaridade dos
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modelos.124 As cores dos pontos, do azul ao vermelho, representam conformações completamente

desenoveladas (Q = 0) até completamente enoveladas (Q = 1).

Nas Figuras 5.2.1.1C e 5.2.1.1F, rótulos foram atribuídos aos conjuntos de

conformações: N e U representam a bacia nativa e os subconjuntos desenovelados,

respectivamente, com um subscrito indicando o conteúdo médio de estrutura secundária do

conjunto e um sobrescrito representando por S (SH3) ou B (BdpA), seguido da classificação do

conjunto em função dos valores decrescentes de Q. Essa nomenclatura será utilizada ao longo do

texto para referenciar os subconjuntos da superfície de enovelamento dos modelos. Caracterizações

estruturais detalhadas de cada conjunto conformacional são apresentadas na Figura Suplementar

I.0.0.1 e na Tabela I.0.0.5.
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Figura 5.2.1.1: Conjunto de enovelamento da SH3 e da BpdA. A) e B) Representação em cartoon
do domínio SH3 (PDB: 1FMK,176 resíduos de T84 à S140) e do domínio B da proteína A (BdpA,
PDB: 1BDD).136 C) e D) Conjuntos de enovelamento SBM caracterizados por: i) a projeção ELViM,
ii) o calor específico (C

v
) em função da temperatura, e iii) a fração de contatos nativos (Q) em

função do tempo, em unidades reduzidas (Ä). Cada ponto em i) representa uma estrutura colorida
em uma escala de Q, variando de 0 (estado desnaturado) a 1 (estado enovelado). E) Projeção do
enovelamento da SH3 colorida pelo conteúdo de estrutura secundária e definição dos subconjuntos
conformacionais. Há uma alta correlação entre Q (painel C) e o conteúdo de estrutura secundária. F)
Dimensão da estrutura secundária na projeção 2D para BpdA, necessária para classificar os estados
desnaturados.177 Nas figuras E) e F), os rótulos são atribuídos aos conjuntos dos estados nativos
(N) e desenovelados (U), com um subscrito indicando o conteúdo médio de estrutura secundária e
um sobrescrito indicando a ordem decrescente da fração média de contatos nativos.

As Figuras 5.2.1.1C e 5.2.1.1D mostram que os conjuntos enovelados (em vermelho)

estão agrupados, como esperado, devido à baixa variabilidade conformacional do estado nativo.
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Por outro lado, os estados desenovelados estão dispersos na projeção, refletindo sua diversidade

estrutural. A variabilidade do enovelamento da SH3 é capturada pela projeção em 2D: há uma

bacia nativa bem definida (N
S0

80
), separada de uma variedade de estados desenovelados (U

S4

6.0
- U

S12

1.0
)

por apenas três conjuntos intermediários de conformações (U
S1

46
, U

S2

43
, e U

S3

33
). Além disso, há uma alta

correlação entre a fração de contatos nativos (Figura 5.2.1.1C) e o conteúdo de estrutura secundária

(Figura 5.2.1.1E).

Em contraste, o espaço de enovelamento da BdpA exibe múltiplos caminhos

conectando os estados nativo (N) e desenovelado (U) por meio de estruturas com Q semelhantes

(Figura 5.2.1.1D). Além disso, estados parcialmente desenovelados podem ser encontrados na

bacia nativa, e o conteúdo de estrutura secundária precisa ser adicionado como uma dimensão

adicional para diferenciar corretamente as conformações.177 Assim, na Figura 5.2.1.1F, as

projeções foram divididas em faixas de elipticidade da proteína. Os painéis i), ii), iii) e iv)

representam os conjuntos conformacionais dentro das faixas de 75-100%, 50-75%, 25-50% e

0-25% de conteúdo de ³-hélice, respectivamente. O estado U
B1

63
, no painel ii) da Figura 5.2.1.1F, é

particularmente interessante: trata-se de um estado parcialmente desnaturado, caracterizado pela

perda parcial da estrutura secundária da hélice I de BdpA, mas com a maioria dos contatos nativos

preservados (Figura I.0.0.1). A desnaturação da hélice I é amplamente reconhecida como

fundamental para o equilíbrio de enovelamento de BdpA em água.123,177,190 As interações notáveis

do estado U
B1

63
e sua desestabilização na presença de ureia serão discutidas em detalhes.

A caracterização dos conjuntos conformacionais da SH3 e BdpA é essencial para o

principal objetivo deste estudo: investigar minuciosamente as interações da ureia e do TMAO, bem

como seus efeitos termodinâmicos nas paisagens de enovelamento de cada proteína. Para isso,

realizamos reconstruções atomísticas de 5000 conformações a partir das simulações SBM, e cada

um desses modelos foi simulado em soluções aquosas de ureia ou TMAO a 0,5 mol L
1

. Após a

equilibração os sistemas solvatados foram simulados por 10 ns, sempre com as coordenadas dos C³

restritas. Para cada estado, conforme classificado na Figura 5.2.1.1, isso resultou em tempos de

simulação variando de 210 a 34.130 ns (21 a 3413 estruturas em cada subconjunto), a partir dos

quais foram obtidas as estruturas médias e a termodinâmica dos solventes.
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5.2.2 Efeitos dos osmólitos nos estados enovelados e desenovelados da

SH3

Primeiramente, focamos no efeito dos osmólitos ureia e TMAO no conjunto

conformacional da enovelamento em folha-´ do domínio SH3, que apresenta uma paisagem

conformacional mais simples. A ureia é um desnaturante conhecido, enquanto o TMAO é um

estabilizador que contrabalança o efeito desnaturante da ureia.191 A caracterização estrutural das

interações proteína-solvente foi realizada utilizando MDDFs e a teoria de solvatação de

Kirkwood-Buff. O pacote ComplexMixtures.jl23 foi utilizado para realizar essas análises. A

termodinâmica das interações proteína-solvente foi caracterizada por meio da medição de

parâmetros de interação preferencial, da relação de ligação de Wyman e das energias livres de

transferência (seção 2.1).20,44,172

As MDDFs (seção 2.1.2) são funções de distribuição úteis para caracterizar a estrutura

de soluções contendo solutos e solventes de formas complexas,24 especialmente os estados

desnaturados de proteínas.173 As MDDFs são obtidas calculando as menores distâncias entre

átomos do soluto e átomos das moléculas do solvente, o que permite uma interpretação clara da

camada de solvatação, independentemente da complexidade das estruturas envolvidas.

Demonstramos que uma normalização adequada dessas distribuições possibilita o cálculo prático

das IKBs a partir da contagem de distâncias mínimas,24 conectando assim a visão microscópica da

solvatação às interações preferenciais macroscópicas e às energias livres de solvatação.
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Figura 5.2.2.1: Estruturas de solvatação do conjunto de enovelamento do domínio SH3 em soluções
aquosas de ureia 0,5 mol L

−1

. A) MDDFs da água e da ureia para os conjuntos N
S0

80
e U

S12

1.0
. B) e

C) Picos mais proeminentes na MDDF da ureia e da água. D) IKBs e E) Parâmetros de interação
preferencial (Γ). A interação preferencial da ureia pelos estados desenovelados é maior do que pelo
estado nativo (N

S0

80
) e aumenta entre os estados desenovelados. F) Mapa da diferença na densidade

da MDDF da ureia na vizinhança do estado N
S0

80
e do estado desenovelado (U

S12

1.0
). Regiões vermelhas

indicam maior densidade de ureia próxima ao estado N
S0

80
, enquanto regiões azuis mostram maior

densidade ao redor do estado U
S12

1.0
.

As Figuras 5.2.2.1A-C mostram as MDDFs da água e da ureia em relação à proteína nos

estados enovelado (N
S0

80
) e desenovelado (U

S12

1.0
), sendo as Figuras 5.2.2.1B e 5.2.2.1C inserções dos

picos mais proeminentes dessas distribuições. O estado U
S12

1.0
foi escolhido por apresentar as interações

preferenciais mais intensas com a ureia. A Figura 5.2.2.1A revela um aumento claro da densidade

de água e ureia nas proximidades da proteína. Tanto a água quanto a ureia formam ligações

de hidrogênio com a proteína (evidenciadas pelos picos em ∼1,9 Å). Esses picos de ligações de
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hidrogênio são mais intensos no estado nativo. Por outro lado, as MDDFs para o estado desnaturado

aumentam a distâncias maiores (>2,5 Å), onde predominam interações não específicas. As IKBs

(seção 2.1.2), que quantificam o acúmulo global de solvente ao redor da proteína, fornecem uma

visão quantitativa da importância das interações em cada distância.

As IKBs da ureia (Figura 5.2.2.1D), são maiores do que os da água, o que implica na

desidratação da proteína. De fato, os parâmetros de interação preferencial com a ureia são sempre

positivos (Figura 5.2.2.1E). A dependência das IKBs com a distância, além disso, fornece informações

sobre as contribuições das interações em cada camada de solvente para a formação das IKBs finais:

a queda inicial (Figura 5.2.2.1D) está associada ao volume de exclusão entre a proteína e a ureia.

Em distâncias menores que 2,5 Å, as IKBs dos estados desnaturados tornam-se menores do que as

do estado nativo, o que é consistente com a observação de que interações específicas com o estado

enovelado são mais fortes, como mostrado nas Figuras 5.2.2.1A e 5.2.2.1B). Em seguida, as IKBs

da ureia aumentam rapidamente, superando as da água, e atingem aproximadamente o valor final de

convergência em 5 Å. Portanto, o acúmulo de ureia em distâncias correspondentes às interações não

específicas é a característica determinante que leva à desidratação da proteína. Além disso, essas

interações dispersivas são as únicas responsáveis pelo aumento da solvatação preferencial por ureia

nos estados desnaturados em relação ao estado nativo. Experimentos e simulações que sustentam

o fortalecimento dessas interações dispersivas com os estados desnaturados já foram encontrados

com ureia192 e outros desnaturantes.193

Os parâmetros de interação preferencial (Γ
ureia

) aumentam monotonicamente com o grau

de desnaturação da proteína. Por exemplo, o estado N
S0

80
(enovelado) apresenta um Γ

ureia
menor do

que os outros estados conformacionais, sendo 1,74 vezes menor do que o maior Γ
ureia

observado no

estado U
S12

1.0
. As interações preferenciais da ureia correlacionam-se com a fração média de contatos

nativos (Q), o conteúdo de folha-´ e a área superficial acessível ao solvente (SASA) (Figura 5.2.2.2).
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Figura 5.2.2.2: Parâmetros de integração preferencial (Γ) em função de SASA (A e C) e de Q (B e
D). Os pontos representados em vermelho e azul correspondem aos parâmetros das proteínas SH3
e BdpA, respectivamente. Um ajuste quadrático captura de forma eficaz a correlação entre Q e Γ
(coeficiente de correlação de Pearson, R = 0,966), o conteúdo de folhas-´ e Γ (R = 0,947) e a
SASA e Γ (R = 0,966) nos ensembles do domínio SH3. Como esperado, Q e SASA, assim como Q e
o conteúdo de folhas-´, também estão correlacionados (R = 0,983 e R = 0,993, respectivamente).

Uma visão molecular detalhada do acúmulo de ureia na superfície da SH3 nos diferentes

estados conformacionais pode ser obtida pelo mapa da diferença na densidade das MDDFs (Figura

5.2.2.1F). Esse mapa mostra a diferença na densidade local de ureia entre os estados N
S0

80
e U

S12

1.0
em

torno de cada resíduo da proteína. Regiões vermelhas indicam maior densidade de ureia no estado

nativo, enquanto regiões azuis indicam maior densidade no estado desenovelado. No estado N
S0

80
,

as moléculas de ureia se acumulam na primeira camada de solvatação ao redor de resíduos polares

(treoninas T1, T31 e T46, serinas S18 e S57, e asparaginas N30 e N52), carregados (glutamato

E10, arginina R12, lisina K21 e aspartatos D16 e D34) e nos grupos N- e C-terminais. No estado

U
S12

1.0
, a ureia se acumula a distâncias maiores, preferencialmente ao redor de resíduos hidrofóbicos,

como fenilalanina (F3 e F19), tirosina (Y9), leucina (L17 e L25), triptofano (W36), isoleucina (I27
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e I49) e valina (V54). Um comportamento semelhante é observado para a água, sugerindo uma

competição entre água e ureia por interações específicas e não específicas nos estados enovelado e

desenovelado da proteína (dados não mostrados).

Figura 5.2.2.3: Estruturas de solvatação do conjunto de enovelamento do domínio SH3 em soluções
aquosas de TMAO 0,5 mol L

−1

. A) MDDFs da água e do TMAO para os conjuntos N
S0

80
e U

S9

0.9
.

B) e C) Picos mais proeminentes na MDDF do TMAO e da água. D) IKBs e E) Parâmetros de
interação preferencial. A exclusão do TMAO nos estados desenovelados é maior do que no estado
nativo (N

S0

80
) e aumenta entre os estados desenovelados. F) Mapa da diferença na densidade da

MDDF do TMAO na vizinhança do estado N
S0

80
e do estado desenovelado (U

S9

0.9
). Regiões vermelhas

indicam maior densidade de TMAO próxima ao estado N
S0

80
, enquanto regiões azuis mostram maior

densidade ao redor do estado U
S9

0.9
.

A Figura 5.2.2.3 apresenta a análise das estruturas de solvatação da SH3 em soluções

aquosas de TMAO. O TMAO é um osmólito estabilizante, uma propriedade associada à exclusão

preferencial (ou, equivalentemente, hidratação preferencial).167,194 Nas Figuras 5.2.2.3A e 5.2.2.3B,
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observamos que tanto o TMAO quanto a água formam interações específicas com a proteína24

(ligações de hidrogênio em ∼1,75 Å), mas os picos do TMAO são muito menores do que os da

ureia nessas distâncias (Figuras 5.2.2.3A e 5.2.2.3B). Além disso, há uma depleção significativa

centrada em ∼3,5 Å nas MDDFs do TMAO. Ao compararmos as MDDFs do estado nativo (N
S0

80
-

preto) com o estado desenovelado com maior exclusão de TMAO (U
S9

0.9
- verde), observamos que a

densidade local de TMAO no estado desenovelado é menor em distâncias de ligação de hidrogênio,

mas maior em distâncias associadas a interações não específicas.

A maior contribuição de interações não específicas no estado desenovelado é, assim como

ocorre com a ureia, uma característica esperada associada à exposição do núcleo da proteína. As

ligações de hidrogênio com a proteína envolvem o átomo de oxigênio do TMAO (Figuras 5.2.2.4A e

5.2.2.4C). A segunda camada da MDDF do TMAO surge devido à sua natureza anfifílica: o TMAO

possui três grupos metila, que interagem favoravelmente com as regiões hidrofóbicas dos conjuntos

desenovelados (Figura 5.2.2.4). É importante destacar que tanto as interações específicas quanto as

não específicas entre o TMAO e a SH3 envolvem principalmente as cadeias laterais da proteína, com

interações desprezíveis com a cadeia principal (Figuras 5.2.2.4B e 5.2.2.4D). Isso é consistente com

o fato de que as interações do TMAO, assim como de outros osmólitos protetores, com a cadeia

principal da proteína favorecem a desnaturação.174,195
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Figura 5.2.2.4: MDDF total do TMAO e contribuições de grupo para os ensembles N
S0

80
e U

S9

0.9
.

A) e C) mostram as contribuições dos átomos e grupos de átomos para a MDDF do TMAO nos
ensembles N

S0

80
e U

S9

0.9
. B) e D) mostram as respectivas contribuições da cadeia principal (amarelo)

e da cadeia lateral (verde) para a MDDF total do TMAO.

A Figura 5.2.2.3D exibe as IKBs da água e do TMAO para todos os estados da SH3,

em função da distância. As IKBs da água são semelhantes para todos os conjuntos, mas as IKBs

do TMAO diminuem à medida que a proteína se desenovela. A exclusão do TMAO em distâncias

curtas (<2,0 Å) e intermediárias (∼2-5 Å) essencialmente determina os valores convergentes das

IKBs. As IKBs menores do TMAO em relação à água implicam que todos os conjuntos apresentam

hidratação preferencial (Γ
TMAO

< 0) (Figura 5.2.2.3E), e a exclusão do TMAO aumenta com a

desnaturação. Isso é consistente com o mecanismo em que osmólitos protetores são excluídos da

superfície da proteína.167,194 Uma característica interessante observada aqui é que os conjuntos mais

desenovelados (U
S4

6.0
à U

S12

1.0
) apresentam maior exclusão de TMAO, independentemente do caráter

mais hidrofóbico do núcleo proteico exposto.
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A Figura 5.2.2.3F mostra a diferença na densidade da MDDF por resíduo do TMAO

na vizinhança de N
S0

80
e U

S9

0.9
. O vermelho e o azul indicam maior densidade de TMAO ao redor de

N
S0

80
e U

S9

0.9
, respectivamente. A densidade de TMAO ao redor de N

S0

80
e do estado desenovelado U

S9

0.9

é semelhante para a maioria dos resíduos. As interações nas primeiras camadas de solvatação de

R12, R24, K20 e K21 são responsáveis pelo maior pico da MDDF em ∼1,75 Å no estado nativo

(Figura 5.2.2.3B). O aumento na densidade da segunda camada de solvatação em U
S9

0.9
está ligado

principalmente a resíduos não polares (F3, L17, L25, I27, W36, I49 e V54). Os mapas diferenciais

de densidade da água se assemelham aos observados nas soluções de ureia (dados não mostrados).

Assim, a água se acumula ao redor dos mesmos resíduos, independentemente do cossolvente, embora

com uma densidade maior nas soluções de TMAO.
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5.2.3 Efeitos dos osmólitos nos estados enovelado e desenovelado da

BdpA

Figura 5.2.3.1: Estruturas de solvatação do conjunto de enovelamento da BdpA em soluções aquosas
de ureia 0,5 mol L

−1

. A) MDDFs de água e ureia para os ensembles N
B0

84
e U

B11

37
. B) e C) picos mais

proeminentes nas MDDFs de ureia e água. D) IKBs e E) parâmetros de interação preferencial. A
interação preferencial da ureia para os estados desenovelados é maior do que para o estado nativo
(N

B0

84
) e aumenta entre os estados desenovelados. F) Mapa da diferença na densidade da MDDF da

ureia por resíduo de N
B0

84
e U

B1

63
. Vermelho indica maior densidade ao redor de N

B0

84
e azul ao redor de

U
B1

63
.

Nesta seção, discutiremos a estrutura de solvatação da BdpA, uma proteína modelo

em ³-hélice, na presença de ureia e TMAO. Por um lado, as propriedades gerais de solvatação da

BdpA são semelhantes às da SH3: nas Figuras 5.2.3.1A e 5.2.3.1B, é possível observar aumentos de

densidade da água e da ureia em distâncias curtas da proteína. A Figura 5.2.3.1B mostra que os picos
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de ligações de hidrogênio são maiores no estado nativo em relação ao estado desenovelado, mas

as interações não específicas são fortalecidas nos estados desenovelados. Perfis qualitativamente

semelhantes de MDDF são observados para o TMAO nas Figuras 5.2.3.2A e 5.2.3.2B. A ureia

apresenta IKBs maiores do que a água (Figura 5.2.3.1D) e solvata preferencialmente o domínio da

BdpA (Figura 5.2.3.1E). O TMAO, por outro lado, é preferencialmente excluído (Figuras 5.2.3.2D

e 5.2.3.2E), principalmente devido ao acúmulo em distâncias superiores a 2,4 Å. A ureia é um

melhor solvente para a SH3 do que para a BdpA, e o TMAO é um solvente pior, conforme indicado

pelos parâmetros de interação preferencial. Isso é consistente com a observação de que a ureia

predominantemente desnatura estruturas em folha-´.168,196,197
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Figura 5.2.3.2: Estruturas de solvatação da BdpA em soluções aquosas de TMAO 0,5 mol L
−1

. A)
MDDFs de água e ureia para os ensembles N

B0

84
e U

B11

37
. B) e C) mostram os picos mais proeminentes

nas MDDFs do TMAO e da água. D) IKBs e E) parâmetros de interação preferencial. A interação
preferencial do TMAO para os estados desenovelados é menor do que para o estado nativo (N

B0

84
) e

diminui nos estados desenovelados. F) Mapa da diferença na densidade da MDDF por resíduo de
N

B0

84
e U

B11

37
. Vermelho indica maior densidade ao redor de N

B0

84
e azul ao redor de U

B11

37
.

Os quatro primeiros subconjuntos desenovelados da BdpA, U
B1

63
, U

B2

40
, U

B3

38
, e U

B4

39
, exibem

interações preferenciais aproximadamente equivalentes às do estado nativo N
B0

84
dentro das flutuações

de simulação, notavelmente com a ureia (Figura 5.2.3.1E), mas também, em menor grau, com o

TMAO (Figura 5.2.3.2E). O estado U
B1

63
é, efetivamente, apenas parcialmente desenovelado: ele

exibe 63% do conteúdo de ³-hélice experimental e 72% dos contatos nativos, contra 84% e 77%

do conjunto N
B0

84
da bacia enovelada (Tabela Suplementar I.0.0.5). A desnaturação parcial do U

B1

63
é,

por essa razão, percebida apenas quando a projeção de enovelamento é dividida em composições de

estrutura secundária (Figura 5.2.1.1F). No entanto, U
B1

63
é um conjunto conformacional importante
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da BdpA: é caracterizado pela desnaturação parcial da hélice I (Figura Suplementar I.0.0.1). A hélice

I é conhecida por ser instável na BdpA, fornecendo variabilidade estrutural ao conjunto enovelado e

levando as primeiras etapas da desnaturação. Em contraste, o conjunto U
B4

39
, com 39% de conteúdo

helicoidal e 54% de contatos nativos, está muito mais desnaturado. No entanto, sua área superficial

acessível ao solvente (SASA), de 52,7 nm
2

(Tabela Suplementar I.0.0.5), é semelhante à do conjunto

nativo, de 51,2 nm
2

, indicando que manteve um enovelamento globular apesar do rearranjo da

estrutura secundária e dos contatos terciários. Esses primeiros quatro conjuntos desnaturados da

BdpA têm SASAs dentro de 4% do conjunto nativo, enquanto os outros conjuntos desnaturados

(U
B5

37
a U

B11

37
) têm áreas de superfície acessível pelo menos 11% maiores que as de N

B0

84
. Portanto, os

valores de SASA determinam os parâmetros de interação preferenciais resultantes com a ureia.

A Figura 5.2.3.1F mostra a diferença do mapa de densidade U
B1

63
e N

B0

84
por resíduo. A

exposição de F14 e do resíduo vizinho à ureia destaca a ligação entre a desnaturação da hélice I

e a estrutura de solvatação. A exposição pronunciada de F14 à ureia é uma característica comum

de todos os conjuntos desnaturados, exceto do conjunto compacto e desnaturado U
B4

39
, onde ele

permanece no interior do núcleo hidrofóbico da proteína. As variações na densidade de TMAO ao

redor de cada resíduo são menores devido à sua exclusão preferencial. No entanto, nos estados

desenovelados, o TMAO interage mais com resíduos hidrofóbicos e menos com resíduos carregados,

particularmente as lisinas (Figura 5.2.3.2F).

Em resumo, as interações da BdpA com ureia e TMAO são qualitativamente

semelhantes às da SH3, mas dois tipos de ensembles podem ser distinguidos: i) estados

parcialmente desnaturados com um leve aumento na área superficial interagem com o solvente de

maneira semelhante ao estado nativo; ii) estados desnaturados com maior área superficial são

desidratados pela ureia e preferencialmente hidratados na presença de TMAO. Esses

comportamentos contrastantes contribuem para uma dependência multifacetada do solvente no

equilíbrio de desnaturação da BdpA, que será discutido quantitativamente abaixo.
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5.2.4 Efeitos nas constantes de equiĺıbrio de desnaturação induzidos por

osmólitos

Figura 5.2.4.1: ∆Γ para cada conjunto conformacional de estruturas das proteínas SH3 e BdpA,
em relação ao ensemble nativo. Os painéis A) e B) mostram os valores de ∆Γ para cada conjunto
conformacional da SH3 em ureia e TMAO a 0,5 mol L

−1

. Da mesma forma, os painéis C) e D)
mostram os valores de ∆Γ para cada conjunto conformacional da BdpA nas mesmas condições de
cossolvente.

A Figura 5.2.4.1 exibe ∆Γ para SH3 e BdpA em ureia e TMAO a 0,5 mol L
−1

,

considerando o equilíbrio entre os estados nativos e cada um dos estados desenovelados. Os

estados desenovelados da SH3 são sempre estabilizados pela adição de ureia (Figura 5.2.4.1A - ∆Γ

positivo) e desestabilizados pelo TMAO (Figura 5.2.4.1B - ∆Γ negativo). Para BdpA, ∆Γ

também é sempre positivo para a ureia, embora dentro das incertezas do modelo para os quatro

primeiros estados parcialmente desenovelados. Por fim, o TMAO favorece o estado nativo de

BdpA (∆Γ negativo) em relação a todos os estados desenovelados, com provável exceção de U
B1

63
.
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Em todos os casos, os efeitos dos osmólitos se tornam mais proeminentes à medida que o grau de

desnaturação aumenta.

Assim, de modo geral, a ureia favorece os estados desenovelados, enquanto o estado

nativo é favorecido pelo TMAO, de forma consistente com os papéis amplamente conhecidos

desses osmólitos na estabilidade da proteína. No entanto, essa regra não se aplica a estados

desenovelados que apresentam área superficial acessível ao solvente semelhante à do estado nativo.

A relação de ligação, Equação 2.1.2.10, não permite, contudo, obter a dependência absoluta da

constante de equilíbrio de desnaturação (ou, equivalentemente, da energia livre de desnaturação)

em função da concentração do cossolvente. Para determinar o efeito líquido do cossolvente no

equilíbrio de enovelamento, é necessário integrar a dependência da energia livre de cada estado

com a concentração, desde a água pura até a solução ternária final. Esse cálculo foi realizado para

estados selecionados, conforme descrito a seguir.

5.2.5 Dependência das energias livres de desnaturação em relação aos

osmólitos para estados desnaturados selecionados

O efeito absoluto de um cossolvente no equilíbrio de enovelamento da proteína pode ser

determinado pela diferença entre as constantes de equilíbrio de enovelamento em cada concentração

do solvente, em relação à água. Isso corresponde à variação da energia livre de enovelamento

com a adição do cossolvente. Experimentalmente, essas variações foram medidas por RMN com

diversos osmólitos, incluindo ureia e TMAO, para o domínio Drk-SH3 (Drosophila signal transduction

protein), que possui o mesmo enovelamento do modelo SH3 estudado aqui.

Alternativamente, se os estados de enovelamento puderem ser estabilizados na escala de

tempo do experimento, as energias livres de transferência de cada estado podem ser determinadas,

permitindo obter a mesma dependência da energia livre de enovelamento com a concentração de

cossolvente. Essas duas abordagens correspondem aos pares de reações do ciclo termodinâmico

de Transferência de Tanford, mostrado na Figura 2.1.3.1. Como a modelagem computacional do

equilíbrio de enovelamento mesmo para pequenas proteínas, como SH3 e BdpA, é difícil, o efeito dos

cossolventes no equilíbrio de enovelamento será estimado por meio do cálculo das energias livres de

transferência. Esse cálculo simula o experimento de adição de um cossolvente a uma solução aquosa

de uma proteína, preservando aproximadamente seu estado de enovelamento, seja ele enovelado ou
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em uma conformação desenovelada.

Nesta análise, focamos em três estados de enovelamento para cada proteína: os

estados nativos (N
S0

80
para SH3 e N

B0

84
para BdpA) e dois estados desenovelados. Os estados

desenovelados foram escolhidos a partir dos extremos de ∆Γ em ureia ou TMAO a 0,5 mol L
−1

(Figura 5.2.4.1). Para SH3, selecionamos U
S1

46
e U

S12

1.0
, enquanto para BdpA, U

B1

63
e U

B11

37
foram

escolhidos (Figura 5.2.1.1). A Figura 5.2.5.1A mostra que a variação na energia livre de

desenovelamento dos estados da SH3 é negativa para todas as concentrações de ureia, indicando

que os estados desenovelados são favorecidos. U
S12

1.0
é um estado altamente desnaturado, com

grande área superficial, e, de forma consistente, torna-se mais estabilizado pela ureia do que o

modelo mais compacto U
S1

46
. Na presença de TMAO (Figura 5.2.5.1B), um ∂∆µ

p,tr
positivo implica

na desestabilização dos estados desenovelados da SH3, consistente com o "efeito osmofóbico".170

O ∂∆µ
p,tr

para U
S1

46
é menor do que para U

S12

1.0
, pois o TMAO favorece estruturas compactas.
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Figura 5.2.5.1: Variação das energias livres de enovelamento (∂∆µ
p,tr

) em relação à água pura, em
função da concentração de cossolvente, para estados desenovelados selecionados. A) e B) mostram
∂∆µ

p,tr
para os modelos de SH3 em ureia e TMAO, respectivamente. Esta análise focou nos

conjuntos desenovelados representativos U
S1

46
(em azul) e U

S12

1.0
(em vermelho). C) e D) mostram

∂∆µ
p,tr

para BdpA para o equilíbrio de enovelamento associado aos conjuntos U
B1

63
(em azul) e U

B11

37

(em vermelho) de BdpA.

Experimentalmente, foi demonstrado que a energia livre de equilíbrio de enovelamento da

Drk-SH3 é afetada pela ureia, na concentração de 0,4 mol L−1 , em -0,31 ± 0,02 kcal mol
−1

. Nesta

concentração, as variações calculadas na energia livre de desenovelamento da SH3 após a adição de

ureia foram de -0,15 e -0,56 kcal mol
−1

para os estados U
S1

46
e U

S12

1.0
, respectivamente. De maneira

semelhante, à variação experimental determinada na energia livre de enovelamento em soluções de

TMAO a 0,4 mol L−1 foi de 0,46 ± 0,02 kcal mol
−1

, e aqui obtivemos 0,13 e 0,50 kcal mol
−1

. Assim,

os valores experimentais estão dentro dos limites inferior e superior das estimativas computacionais

para o efeito dos cossolventes no equilíbrio de enovelamento. Esse acordo qualitativo na faixa de

energia de sub-kcal é uma validação notável do conjunto dos estados de enovelamento obtido pelas
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simulações, dos campos de força utilizados para representar as interações solvente-proteína e dos

métodos usados para análise da estrutura do solvente. Os valores experimentais de ∂∆µ
U−N

p,tr
são

mostrados como pontos pretos na Figura 5.2.5.1.

Uma análise semelhante dos efeitos dos cossolventes nos equilíbrios de enovelamento

dos conjuntos de BdpA, U
B1

63
e U

B11

37
, é apresentada nas Figuras 5.2.5.1C e 5.2.5.1D. U

B1

63
apresenta

um ∂∆µ
U−N

p,tr
positivo na ureia e praticamente zero na presença de TMAO. Para o estado U

B11

37
, que

apresenta maior grau de desnaturação e área superficial exposta, as energias livres de enovelamento

confirmam os efeitos desnaturante da ureia e protetor do TMAO (Figuras 5.2.5.1C e 5.2.5.1D

- pontos vermelhos). Na seção anterior, demonstramos que as características de solvatação do

conjunto U
B1

63
são semelhantes às do estado nativo de BdpA. Aqui, mostramos que este é um caso

particular onde a ureia exerce um efeito desestabilizador sobre um estado parcialmente desenovelado,

enquanto em TMAO, o equilíbrio de desenovelamento envolvendo esse estado é essencialmente

independente da concentração do cossolvente. Essa observação só poderia ser parcialmente inferida

a partir das relações de ligação de Wyman nas Figuras 5.2.4.1C e 5.2.4.1D, considerando o erro

padrão dos valores de ∆Γ.

Não podemos obter a razão experimental entre as populações de estados similares ao U
B1

63

em relação aos estados nativos a partir de nossas simulações, mas em nosso modelo SBM, U
B1

63
foi

duas vezes mais populoso que N
B0

84
. Isso implica uma diferença de energia livre de aproximadamente

-0,4 kcal mol
−1

a 300K. O efeito da ureia no equilíbrio de enovelamento, calculado aqui, está na

mesma ordem de magnitude, mas favorecendo o estado nativo. Assim, esse efeito pode reduzir

significativamente a população da hélice I parcialmente desnaturada, redirecionando a desnaturação

por novos caminhos.

5.2.6 Discussão

Neste trabalho, desenvolvemos uma abordagem computacional para caracterizar o efeito

de osmólitos nos conjuntos de enovelamento de proteínas. Nossa abordagem combina os modelos

baseados na estrutura (SBMs) e simulações atomísticas para modelar as paisagens de enovelamento

das proteínas SH3 e BdpA, e as interações soluto-solvente de cada conformação. Para elucidar as

estruturas de solvatação e quantificar a estabilização promovida por ureia e TMAO, empregamos as

MDDFs, que são cruciais para a caracterização da solvatação de estruturas complexas. Usando essas
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ferramentas, aplicamos a teoria de Kirkwood-Buff para obter interações preferenciais e a dependência

das energias livres de enovelamento em relação aos osmólitos.

Nossos resultados confirmam a interação preferencial da ureia e a exclusão preferencial

do TMAO das superfícies das proteínas, ao mesmo tempo em que adicionam uma nova dimensão

sobre como essas interações variam ao longo da paisagem de enovelamento da proteína. Diferentes

estados desnaturados exibem interações distintas com a água e os cossolventes, correlacionando-se

significativamente com a área superficial acessível ao solvente. Isso sugere que estados globulares

desnaturados podem ser apenas marginalmente afetados por osmólitos, com a ureia possivelmente

promovendo sua desestabilização. As MDDFs revelam que água, ureia e TMAO formam tanto

ligações de hidrogênio quanto interações não específicas com a superfície da proteína (Figuras

5.2.2.1A-B e 5.2.2.3A-B). As interações específicas são mais fortes nos estados nativos, enquanto

as interações não específicas são mais prevalentes nos estados desnaturados. Esses padrões se

mantêm em diferentes composições de solvente, tipos de proteínas e motivos estruturais, refletindo

o aumento da exposição de resíduos do núcleo hidrofóbico após a desnaturação.

Interações dispersivas entre ureia e a proteína governam as interações preferenciais,

como mostrado pela análise quantitativa das IKBs (Figuras 5.2.2.1D e 5.2.2.3D). À medida que

essas interações se fortalecem com o aumento da exposição da superfície da proteína, os estados

desnaturados se tornam mais desidratados. Em contraste, tanto as interações específicas quanto as

não específicas do TMAO são fracas, levando à hidratação preferencial, que é ainda mais aprimorada

em estados desnaturados.

A exposição ao solvente, a fração de contatos nativos e os elementos da estrutura

secundária (folha-´ e ³-hélice) são determinantes chave das interações preferenciais. No caso da

SH3, para o qual essas propriedades são altamente correlacionadas, as interações preferenciais e as

energias livres de enovelamento variam de forma monótona com o aumento da desnaturação. No

caso da BdpA, por outro lado, o conteúdo de estrutura secundária não se correlaciona diretamente

com a área superficial acessível ao solvente ou com a fração de contatos nativos. Assim, estados

desnaturados como U
B1

63
, U

B2

40
, e U

B4

39
exibem propriedades de solvatação semelhantes ao estado nativo,

apesar de terem um menor conteúdo ³-hélice.

Simular estruturas representativas de estados de enovelamento selecionados em várias

concentrações de TMAO e ureia nos permitiu calcular o efeito absoluto dos osmólitos nas energias
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livres de enovelamento. Surpreendentemente, a dependência experimental da energia livre de

enovelamento em relação ao TMAO para uma proteína homóloga à SH3 foi encontrada dentro dos

limites calculados, validando os campos de força, a estratégia de modelagem e os métodos de

análise de solvatação. Ao mesmo tempo, a solvatação de um único estado desnaturado não é

suficiente para inferir quantitativamente o papel dos cossolventes no equilíbrio de enovelamento, de

forma consistente com a variabilidade do ensemble desnaturado desempenhando um papel chave.

Para SH3, a dependência da concentração das energias livres de enovelamento é consistente com a

desnaturação induzida por ureia e proteção pelo TMAO. Em contraste, BdpA exibe estados

desnaturados que podem ser desestabilizados pela ureia ou não afetados pelo TMAO, ilustrando a

complexidade dos efeitos dos osmólitos em proteínas com múltiplos caminhos de desnaturação.
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Caṕıtulo 6

Mecanismos de mudança

conformacional da

protéına MAD2

Proteínas conhecidas como fold-switching adotam espontaneamente duas ou mais

conformações nativas, que se interconvertem em resposta a estímulos celulares.198–201 Cerca de

40% das proteínas identificadas como fold switchers passam por mudanças conformacionais

reversíveis ao converter ³-hélices em folhas-´ (ou vice-versa).202–204 Outro subconjunto aumenta o

conteúdo de estrutura secundária205 ou forma dímeros.206,207 Um grupo menor, aproximadamente

∼6%, está envolvido na formação de fibrilas, um processo tipicamente irreversível.208 Quase 100

proteínas no banco de dados de proteínas (PDB, Protein Data Bank) foram validadas como

exemplos de fold switchers, mas estima-se que 0,5-4% das proteínas do PDB pertencem a essa

classe.198

As conformações dessas proteínas geralmente estão associadas a papéis distintos em

processos biológicos.209,210 Por exemplo, a proteína MAD2 se enovela em dois estados nativos

distintos: Open-MAD2211 e Closed-MAD2212, sendo a primeira inativa e a segunda ativa. Esses

dois estados são essenciais durante a divisão celular.210 A proteína MAD2 atua na transição da

metáfase para a anáfase impedindo a separação dos cromossomos duplicados até que todas as

cromátides irmãs estejam corretamente ligadas aos polos opostos dos microtúbulos do fuso

mitótioco.210 A segregação prematura dos cromossomos leva à aneuploidia.210,213 As duas

conformações compartilham uma subestrutura comum composta por três ³-hélices (³A, ³B e ³C)

cercadas por uma ´-hairpin (´2-´3) e três folhas-´ (´4, ´5 e ´6), conforme mostrado nas Figuras

6.2.1.1A e 6.2.1.1B. No entanto, elas diferem estruturalmente nos resíduos das regiões N-terminal

(I11 a S16) e C-terminal (K159 a I201). No estado ativo, a MAD2 se liga à proteína Cdc20 por

meio da exposição da ´6. Por outro lado, no estado inativo, essa região de interação é coberta
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pela ´8. Além disso, o estado inativo apresenta uma fita ´ N-terminal (´1), que é rearranjada em

uma ³-hélice na forma ativa (Figura 6.2.1.1B). O equilíbrio de mudança conformacional da MAD2

ocorre em condições fisiológicas,210,212 mas com uma escala de tempo de várias horas.212 Essa

transição é facilitada pela autodimerização e pela ligação ao alvo Cdc20,214 embora esses fatores

não sejam necessários para a mudança conformacional.212,213

Experimentos de transferência de energia de fluorescência de molécula única

(smFRET) sobre o enovelamento da MAD2 na presença de cloreto de guanidínio (GdmCl), um

desnaturante, revelaram a existência de um intermediário de enovelamento.215 Esse intermediário

se enovela novamente para a forma ativa da MAD2 após a diluição do GdmCl, sugerindo uma

semelhança estrutural maior com a forma ativa. Estados intermediários que retêm características

de ambos os estados também foram identificados por RMN.216 Mais recentemente, estudos de

RMN com resolução temporal mostraram que, durante a ativação, a região N-terminal da MAD2,

incluindo a fita ´1, é a última a interconverter da forma inativa para a ativa.217 Os autores

hipotetizaram que a ativação ocorre inicialmente pelo desenovelamento parcial das fitas ´7 e ´8

da C-terminal, expondo a superfície de ligação ao Cdc20.

Neste trabalho, investigamos o mecanismo de enovelamento da proteína MAD2 e a

transição entre os estados inativo e ativo usando simulações com os SBMs, coevolução de

aminoácidos e análise de frustração estrutural. A MAD2 alterna entre as conformações ativa e

inativa enquanto mantém a estabilidade do núcleo. Os nossos dados indicam a presença de um

intermediário de ativação no qual as fitas-´ C-terminais expõem a região de ligação ao Cdc20,

evoluindo para a forma totalmente ativada por meio de um rearranjo conformacional da porção

N-terminal da MAD2, de forma consistente com experimentos recentes de RMN.216,217

Demonstramos que o rearranjo N-terminal ocorre em um equilíbrio relativamente rápido com o

estado ativo, sendo um intermediário crucial para as transições de ativação ou inativação. A

análise da coevolução de resíduos apoia a existência de um núcleo conservado e de uma

conformação ativa dominante. Por fim, resíduos altamente frustrados estão presentes,

especialmente nos segmentos responsáveis pela mudança de conformação e nas regiões de ligação

da proteína.
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6.1 Metodologia

6.1.1 Modelo baseado na estrutura

A MAD2 existe em equilíbrio dinâmico entre duas formas: inativa (também conhecida

como Open-MAD2) e ativa (Closed-MAD2).210 A primeira estrutura determinada, MAD2 inativa

(PDB: 1DUJ),211 corresponde aos resíduos 11-195 (∆NC10). A MAD2 inativa foi expressa sem a

região N-terminal flexível (M1 a G10). Além disso, a região C-terminal também é flexível em solução

e foi excluída na determinação da estrutura. No entanto, mesmo na ausência desses doze resíduos,

MAD2 inativa mantém sua estrutura terciária.211 Por outro lado, a conformação alternativa completa

(ativa) está disponível no PDB (PDB: 1S2H).212 Os dez resíduos N-terminais (M1 a G10) e quatro C-

terminais (P202 a D205) desordenados na MAD2 ativa, que não são relevantes para o enovelamento,

foram removidos para construir o modelo SBM. Em resumo, o modelo final considerado neste

trabalho para MAD2 inativa e ativa foi ∆NC10 (resíduos I11 a S195) e ∆N10C4 (resíduos I11 a I201),

respectivamente (Figura 6.2.1.1D). Os diagramas da estrutura secundária da MAD2, mostrados na

Figura 6.2.1.1D, foram realizados com o software SSDraw.218 As representações em cartoon da

conformação ao longo do texto foram preparadas com o programa VMD 1.9.4a55.95

6.1.2 Construção do potencial dual-basin SBM

O modelo baseado na estrutura, mencionado acima, foi expandido para estudar o

enovelamento da proteína MAD2, explicitamente combinando as informações das conformações

inativa e ativa em um único Hamiltoniano, chamado dual-basin SBM. Primeiro, avaliamos as

similaridades estruturais entre as conformações inativa e ativa usando o LovoAlign,219,220 um

pacote que obtém superposições estruturais que ponderam favoravelmente as regiões

estruturalmente conservadas e destacam as dissimilaridades estruturais. Em seguida, a partir dos

valores da raiz da flutuação quadrática média (RMSF, Root Mean Square Fluctuation) da

estrutura inativa alinhada com a estrutura ativa, foi possível identificar elementos estruturais

estáveis (RMSF ≤ 2,5 Å) e não estáveis (RMSF > 2,5 Å) (Figura 6.1.2.1B).

Para as regiões estruturais estáveis, que correspondem essencialmente à maior parte das

regiões em comum nas conformações inativa e ativa (regiões amarelas no cartoon da Figura 6.1.2.1A,

painél i), adotamos os parâmetros de ligações, ângulos e diedros do estado ativo, conforme obtido
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originalmente pelo SMOG2.143,221 Para a região de alta variabilidade (essencialmente as regiões

de mudança conformacional e de volta (N- e C-terminais), destacadas em azul no cartoon da

Figura 6.1.2.1B, painél ii), os parâmetros de ligações, ângulos e diedros também foram adotados

da conformação ativa, mas com algumas modificações: neste caso, as constantes associadas aos

ângulos e diedros (ϵ
θ

e ϵ
φ
) foram escaladas por 0,25, para permitir uma melhor amostragem do estado

inativo com uma estabilização adequada do estado ativo. As diferenças absolutas nos comprimentos

de ligação de equilíbrio entre dois C³ dos estados nativos não são superiores a 0,0756 Å. Por outro

lado, isso não ocorre com os ângulos e ângulos diedros, que variam nos estados inativo e ativo.

No entanto, evitamos combinar ângulos ou diedros, pois isso poderia deslocar o mínimo de energia

potencial para a média entre eles nas duas estruturas e desestabilizar ambos os estados nativos.54,222

Os contatos únicos de cada estrutura, envolvendo as regiões de mudança conformacional

N- (resíduos I11 a S16) e C-terminal (resíduos K159 a I201), foram combinados em um único mapa

de contatos. Os contatos envolvendo os resíduos A17 a D158 foram descartados. Esses contatos

resultam de variações estruturais observadas nos modelos de RMN de ambas as conformações,

inativa e ativa. Além disso, todos os contatos comuns foram definidos com base nas distâncias

de pares na estrutura ativa. Notavelmente, as distâncias entre a maioria dos contatos comuns são

semelhantes nas conformações inativa e ativa. Apenas ∼3% desses contatos têm distâncias que

diferem mais de 25%, o que nos permite manter os contatos compartilhados de apenas uma das

estruturas.

A combinação dos parâmetros ligados e não ligados de cada estado nativo em um único

Hamiltoniano não garantiu a observação de ambos os estados. Isso ocorre devido às diferentes

estabilidades das conformações inativa e ativa. Para facilitar uma transição reversível entre os

estados nativos da MAD2, ajustamos o parâmetro (ϵ
C
) do potencial de contato para o estado ativo

em um intervalo de 0,8 a 0,9. Notavelmente, quando ϵ
C

= 0,82, as probabilidades das conformações

inativa e ativa são quase iguais. Portanto, utilizamos simulações a partir deste potencial para discutir

os resultados apresentados na seção 6.2.



CAṔITULO 6. MECANISMOS DE MUDANÇA CONFORMACIONAL DA PROTÉINA MAD2 120

Figura 6.1.2.1: A) Representação em cartoon da MAD2 inativa alinhada à MAD2 ativa, com as
regiões de mudança conformacional destacadas em azul e vermelho, respectivamente. Os painéis
i., ii. e iii. mostram as perspectivas frontal e lateral, rotacionadas conforme indicado. B) Raíz
da flutuação quadrática média (RMSF) da estrutura inativa comparada à ativa após alinhamento
com o LovoAlign.219 Todos os resíduos com RMSF superior a 2,5 Å estão destacados em azul. C)
Representação em cartoon da estrutura inativa colorida em função do RMSF.

6.1.3 Detalhes da simulação

Os modelos SBM para cada estrutura determinada experimentalmente por RMN foram

gerados utilizando a versão mais recente do SMOG2,143,221 disponível em
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https://smog-server.org/smog2/. Os pares de contatos nativos para as conformações inativa e

ativa foram determinados com o mapa de contatos Shadow.138 As simulações foram realizadas

com o módulo OpenSMOG221 do OpenMM223 (que suporta aceleração com GPU), iniciando com

as coordenadas da estrutura ativa. Dois conjuntos de simulações foram realizados para determinar

as temperaturas de transição no enovelamento da MAD2. A primeira série de temperaturas, em

unidades reduzidas,143 variou entre 0,799 e 1,247 com incrementos de 0,0416. Após identificar

aproximadamente a temperatura máxima do calor específico (C
v
), uma nova série de simulações

foi conduzida com temperaturas variando de 0,798 a 0,948 e de 1,014 a 1,047, usando

incrementos de 0,000831. Essa abordagem teve como objetivo localizar, dentro de

aproximadamente 0,000831, a temperatura correspondente a cada transição da proteína. As

simulações foram analisadas com o Weighted Histogram Analysis Method (WHAM),142 conforme

implementado no SMOG2,143 para a determinação da dependência da temperatura do calor

específico (C
v
(T )) e do potencial de força média (F(Q)) em função da fração de contatos nativos

(Q). Cada simulação SBM consistiu em 1,5 x 10
9

passos com um intervalo de tempo de 0,0005

unidades reduzidas a uma temperatura constante, seguindo os protocolos estabelecidos.130 As

estruturas foram salvas a cada 20.000 passos, resultando em 75.000 estruturas para análises

subsequentes. Finalmente, a simulação ao redor da temperatura de fold-switching (T
s
) foi

estendida dez vezes para aumentar a amostragem das transições conformacionais.

O cálculo da fração total de contatos nativos da proteína consistiu no rastreamento dos

contatos exclusivos nas regiões N- e C-terminais da estrutura inativa (190 círculos azuis - resíduos

I11 a S16 e K159 a S195, Figura 6.2.1.1C), da estrutura ativa (184 círculos vermelhos - resíduos

I11 a S16 e K159 a I201, Figura 6.2.1.1C), e dos contatos em comum (299 círculos amarelos -

resíduos A17 a D158, Figura 6.2.1.1C). Um contato foi considerado nativo se a distância entre os

átomos C³ correspondentes não fosse superior a 20% da observada nos modelos de RMN reportados

experimentalmente.

6.1.4 Alinhamento Múltiplo de Sequências e Análise de Acoplamento

Direto

As sequências de proteínas foram obtidas do Uniprot com o nome "MAD2", resultando

em 14.965 sequências. Essas sequências foram usadas como entrada para o JackHMMER224 para
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gerar o alinhamento múltiplo de sequências (MSA, Multiple Sequence Alignment). O JackHMMER

itera um modelo oculto de Markov (HMM, Hidden Markov Model) contra sequências de proteínas

no banco de dados UniProt.225 Na primeira interação, o JackHMMER constrói um perfil de HMM

a partir da sequência desejada e pesquisa um banco de dados de sequências. Subsequentemente, o

perfil de HMM é refinado com base nas sequências homólogas identificadas, e esse processo

iterativo é repetido para melhorar gradualmente a sensibilidade e a especificidade da busca. A

execução do JackHMMER foi iterada até a convergência do MSA ou até que dez iterações fossem

concluídas. Os parâmetros usados para os valores -incdomE e -incE foram definidos como 10E
−20

e

10E
−20

, respectivamente. Em seguida, o MSA foi filtrado removendo todas as sequências contendo

>25% de posições com lacunas e quaisquer colunas com >75% de lacunas.226 Finalmente, 6608

sequências foram usadas nas Análises de Acoplamento Direto Gaussiano (gDCA)227 utilizando

parâmetros padrão. As 50, 150 e 250 melhores previsões do gDCA foram comparadas com o mapa

de contatos das estruturas de RMN. A sobreposição entre os contatos previstos e os contatos do

mapa Shadow foi definida como ocorrendo com ± 3 resíduos.

6.1.5 Análises de Frustração

As análises de frustração para a MAD2 inativa (PDB: 1DUJ)211 e ativa (PDB:

1S2H)212 foram realizadas utilizando a versão online do AWSEM-MD Frustratometer

(http://frustratometer.qb.fcen.uba.ar/).228 Essa análise foi essencial para investigar quais regiões

são mais ou menos frustradas nas conformações da MAD2, e como a frustração pode estar

relacionada à sua função biológica. De forma geral, a frustração energética pode ser calculada

comparando a energia dos resíduos individuais (ou pares de resíduos) na proteína nativa com as

energias de um conjunto de estados alternativos. O índice de frustração por resíduo único (SRFI,

Single Residue Frustration Index) foi classificado como altamente frustrado (SRFI > -1), neutro

(-1 < SRFI < 0,55) ou minimamente frustrado (SRFI > 0,55), conforme proposto por Ferreiro et

al.228,229

6.2 Resultados e Discussão

Os resultados deste trabalho serão discutidos em quatro partes:

1) diferenças estruturais entre as conformações inativa e ativa;
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2) análises dos conjuntos estruturais provenientes das simulações e sua correlação com

estruturas sugeridas por experimentos de smFRET e RMN;

3) informações estruturais da MAD2 obtidas por meio da coevolução de aminoácidos;

e, por fim,

4) índice de frustração nos estados nativos da proteína MAD2.

6.2.1 Estrutura da MAD2 e caracteŕısticas do dual-basin SBM

A MAD2 é uma proteína humana que se enovela em dois estados nativos distintos,

composta por 205 resíduos, cujo núcleo é formado por três folhas-´ estáveis (´4, ´5 e ´6)

sustentadas por três hélices-³ (³A, ³B e ³C), conforme mostrado nas Figuras 6.2.1.1A e

6.2.1.1B. A folha-´6 (resíduos C149 a D158) é um sítio de ligação ao Cdc20, que está bloqueada

pelas folhas ´7 e ´8 (Figura 6.2.1.1A, em azul) na estrutura inativa e exposto na estrutura ativa

(Figura 6.2.1.1B). Diferenças estruturais entre as conformações inativa e ativa também são

observadas na região N-terminal. A estrutura inativa apresenta uma folha-´ (´1) estabilizada por

interações com o núcleo da proteína, enquanto na estrutura ativa esses resíduos fazem parte da

hélice ³C. A Figura 6.2.1.1D mostra uma comparação adicional entre o conteúdo de estrutura

secundária de cada conformação.

Os mapas de contato de ambas as conformações são apresentados na Figura 6.2.1.1C. Os

pontos amarelos representam os contatos comuns (299 contatos), enquanto os pontos azuis (269) e

vermelhos (263) indicam os contatos exclusivos das conformações inativa e ativa, respectivamente.

Os contatos comuns correspondem a 52% do total de contatos nativos no estado inativo (ou 53% no

estado ativo) e persistem durante a mudança conformacional (detalhes serão discutidos na próxima

seção). Os contatos mutuamente exclusivos estão localizados principalmente (70%) nas regiões

N- e C-terminal (resíduos I11 a S16 e K159 a I201, respectivamente), que estão envolvidas na

mudança conformacional da MAD2. A forma ativa apresenta 184 contatos nessas regiões, enquanto

a conformação inativa forma 190 contatos. Alguns contatos exclusivos envolvendo resíduos que não

participam da região de mudança conformacional (pontos azuis e vermelhos na faixa de A17 a D158)

resultam de rearranjos internos dos motivos de estrutura secundária em cada conformação.
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Figura 6.2.1.1: A proteína MAD2 nas formas A) inativa (O-MAD2, PDB: 1DUJ)211 e B) ativa
(C-MAD2, PDB: 1S2H).212 Às regiões responsáveis pelo mecanismo de fold-switching em A) e B)
estão coloridas em azul e vermelho, respectivamente. C) Mapas de contato para as estruturas inativa
(canto inferior direito) e ativa (canto superior esquerdo). Os contatos comuns e exclusivos de cada
estrutura são representados por pontos amarelos, azuis e vermelhos. D) Comparação da estrutura
secundária das conformações inativa (superior) e ativa (inferior).

6.2.2 Paisagem energética da protéına MAD2 e o intermediário

´1-ativo

A transição entre as duas conformações nativas estáveis da MAD2 foi modelada por

meio de simulações com os SBMs em diferentes temperaturas. A Figura 6.2.2.1A mostra o calor

específico (C
v
) em função da temperatura (em unidades da temperatura de enovelamento, T

f
).

O pico associado ao calor específico define a T
f
, onde as populações dos estados enovelado e

desenovelado são semelhantes.128,230,231 Um leve aumento na curva de C
v

é observado em T =

0,780T
f
, seguido por um pico amplo em T

s
= 0,895T

f
, onde cerca de 84% dos contatos comuns aos

estados ativo e inativo são preservados. Essa transição foi associada à transição entre as estruturas
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ativa e inativa (discutida posteriormente). O pico em T
s

indica uma transição de segunda ordem.

Além disso, o menor calor específico em T
s

é consistente com uma transição envolvendo rearranjos

estruturais parciais.216,232 Esses resultados estão alinhados com experimentos de RMN, que indicam

que o núcleo da proteína permanece estável durante a mudança de conformação.216

A Figura 6.2.2.1B apresenta o perfil de energia livre em função da fração de contatos

formados (definida pelo número de contatos, Q, dividido pela média do número de contatos nativos

das estruturas ativa e inativa, Q*). Em T
s
, o mínimo de energia livre ocorre em Q/Q* ≈ 0,8, uma

fração de contatos nativos compatível com ambas as conformações, ativa e inativa. Por outro lado,

em T > T
f
, os estados enovelados com Q/Q* ≈ 0,18 são favorecidos. Em T

f
, há uma mistura de

estados enovelados e desenovelados separados por uma barreira de aproximadamente 4k
B
T.

Os perfis de energia livre bidimensionais das Figuras 6.2.2.1C-E fornecem detalhes

adicionais sobre o equilíbrio conformacional da MAD2, onde a população de cada estado é plotada

em função da fração de contatos nativos ativos (Q
ativo

) e inativos (Q
inativo

). Em T
s
, há três bacias

de energia com estabilidade semelhante. A primeira bacia consiste em flutuações térmicas ao redor

do estado nativo ativo (Q
ativo

= 0,80 e Q
inativo

= 0,56).

Com uma fração ligeiramente menor de contatos ativos (Q
ativo

= 0,76) e uma maior

de contatos inativos (Q
inativo

= 0,60), observa-se uma segunda bacia. Esta bacia está associada,

conforme mostrado na Figura 6.2.2.1F, a um intermediário onde a fita ´1 N-terminal está formada e

posicionada como na forma inativa, mas a estrutura está majoritariamente enovelada no estado ativo,

expondo a superfície de interação com alvo Cdc20 na região C-terminal. Assim, nomeamos esse

intermediário como ´1-ativo. Esse intermediário pode estar relacionado àquele observado em solução

sob condições moderadas de desnaturação (∼3-3,5 M GdmCl),215 e ao intermediário da transição

de ativação observado por RMN com resolução temporal.217 Experimentalmente, as características

estruturais desse intermediário não são claras, mas após a diluição do tampão, ele se reenovela para

o estado ativo. Portanto, o intermediário pode ser semelhante ao estado ´1-ativo encontrado na

simulação.

A terceira bacia na Figura 6.2.2.1C, onde Q
ativo

≈ 0,54 e Q
inativo

≈ 0,76, está associada

ao estado inativo. Por fim, na temperatura de transição de enovelamento (T
f
), as bacias associadas

aos estados ativo e ´1-ativo tornam-se indistinguíveis e estão em equilíbrio com os estados inativo

e desenovelado (Figura 6.2.2.1D). Em T
f
, a forma inativa é favorecida em relação ao estado ativo.
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Quando a temperatura é superior a T
f
, apenas a bacia do estado desenovelado é observada (Figura

6.2.2.1E).

Figura 6.2.2.1: Caracterização do enovelamento da proteína MAD2. A) Calor específico (C
v
) em

função da temperatura, permitindo a identificação da temperatura de mudança de conformação
(T

s
= 0,895T

f
) e da temperatura de enovelamento (T

f
= 1,0, por definição). B) Energia livre

em função da fração de contatos formados (Q/Q*) em T
s
, T

f
. Q e Q* representam o número de

contatos e a média do número de contatos nativos ativos e inativos, respectivamente. Densidade
de estados em função de Q

inativo
e Q

ativo
em: C) T

s
= 0,895T

f
, D) T

f
e E) T > T

f
(T = 1,05T

f
).

F) Estruturas representativas para cada bacia em T
s

(ou T
f
).

O papel do estado ´1-ativo no mecanismo de mudança de conformação foi investigado

pelas probabilidades de transições envolvendo o estado inativo, mostrado na Figura 6.2.2.2C.

Primeiramente, agrupamos as estruturas em cada bacia e acompanhamos as transições entre as
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bacias na T
s

(6.2.2.2A). Transições que visam o estado inativo, originadas no estado ´1-ativo

(´1A → I), têm ∼10 vezes mais probabilidade (90,8% contra 9,2%) de ocorrer do que aquelas

originadas no estado ativo (A → I) (Figuras 6.2.2.2B e 6.2.2.2C). De maneira semelhante, sair do

estado inativo para o estado ´1-ativo também é o caminho mais provável. Portanto, o estado

´1-ativo é um intermediário importante na transição de mudança conformacional da MAD2, tanto

nos caminhos diretos quanto inversos.

Para caracterizar ainda mais o estado ´1-ativo, a estabilidade dos contatos dos estados

ativo e inativo formados em cada bacia foi acompanhada no T
s
. A Figura 6.2.2.2D mostra a

extensão em que os contatos são observados na bacia ativa. As porções triangulares superiores do

mapa de contato se referem aos contatos ativos e as inferiores aos contatos das formas inativas. As

áreas sombreadas (regiões C- e N-terminais) exibem contatos exclusivos de qualquer enovelamento.

Contatos sombreados em marrom são satisfeitos e os sombreados em cinza não são satisfeitos em

cada bacia. Os contatos comuns das formas ativa e inativa (regiões centrais do mapa de contato:

resíduos A17 a D158) apresentam frequências semelhantes em todas as bacias. Por outro lado, na

Figura 6.2.2.2D é mostrado que os contatos específicos para o estado inativo têm baixa probabilidade

de estar presentes na bacia do estado ativo (resíduos I11 a S16 e K159 a I201). Da mesma forma,

na Figura 6.2.2.2F, confirmamos que os contatos específicos para o estado ativo não são formados

na bacia inativa.

Finalmente, como mostrado na Figura 6.2.2.2E em relação à 6.2.2.2D, a formação de

´1-ativo a partir do estado ativo ocorre pela formação dos contatos inativos da região N-terminal,

com a concomitante perda dos contatos da forma ativa. No entanto, os contatos C-terminais da

forma ativa são preservados. Em resumo, a conformação ´1-ativa coexiste com o estado ativo e se

difere dele no fato de que a região N-terminal assume a estrutura secundária e a posição observada

no estado inativo. Ao mesmo tempo, a região C-terminal está na conformação aberta, expondo a

interface para a dimerização e associação com Cdc20.
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Figura 6.2.2.2: A) Agrupamento das estruturas ativas, ´1-ativas e inativas. B) Transições entre
as bacias de enovelamento em função do tempo (Ä , em unidades reduzidas). C) Percentuais de
transições visando o estado inativo (esquerda) e originadas do estado inativo (direita). Mais de
90% das transições envolvem o estado ´1-ativo como intermediário. Mapas de contato para as
estruturas inativa (triângulo inferior) e ativa (triângulo superior) coloridos pela probabilidade de
contatos formados em T

s
= 0,895T

f
. Esses mapas correspondem às bacias D) ativas, E) ´1-ativas

e F) inativas das estruturas mostradas no painel A. As áreas sombreadas correspondem a regiões
de contatos exclusivos de qualquer conformação nativa. Contatos sombreados em marrom são
satisfeitos e em cinza não são satisfeitos em cada bacia: o intermediário exibe contatos N-terminais
da conformação inativa e contatos C-terminais da conformação ativa.

6.2.3 Contatos coevolutivos suportam um núcleo conservado e uma

troca lábil da região N-terminal

A evolução de enovelamento duplo na proteína MAD2 foi investigada por meio de análise

de coevolução. A MAD2 pertence à família de proteínas do domínio HORMA (Hop1, Rev7 e

MAD2).233 A característica estrutural comum entre as proteínas do domínio HORMA é de um núcleo

composto pelas folhas ´4, ´5 e ´6, sustentadas pelas hélices ³A, ³B e ³C (Figuras 6.2.1.1A-B).

As Figuras 6.2.3.1A-C mostram o mapa de contatos obtido a partir dos modelos
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experimentais (anteriormente mostrado na Figura 6.2.1.1C), sobreposto pelos 50, 150 e 250

principais contatos previstos da análise de coevolução (pontos pretos). Os contatos comuns

correspondem a 76,0%, 62,66% e 52,8% de todos os contatos previstos. Essa alta porcentagem

sugere que a análise de coevolução é particularmente eficiente em identificar contatos dentro dos

elementos estruturais estáveis da proteína. Além disso, os contatos previstos específicos para a

estrutura ativa correspondem a 14,0%, 20,67% e 18,8% dos 50, 150 e 250 principais contatos. Por

sua vez, os contatos inativos correspondem a apenas 0,0%, 2,0% e 7,2%, respectivamente,

indicando que a conformação ativa é um estado enovelado dominante.

Notavelmente, as previsões de contatos na região N-terminal da MAD2 são desafiadoras.

Nossa observação de que essa região é lábil na forma ativa, ao passar para a conformação ´1-ativa,

pode explicar as correlações coevolutivas limitadas nesta região. Ao mesmo tempo, alguns contatos

das regiões de troca C-terminal, exclusivas de qualquer forma da MAD2, são evidentes nos mapas

derivados da coevolução.
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Figura 6.2.3.1: Análise de coevolução da proteína MAD2. Os 50, 150 e 250 principais contatos
previstos (pontos pretos) são comparados com os contatos calculados a partir das estruturas
experimentais inativas (parte inferior direita, PDB: 1DUJ)211 e ativas (parte superior esquerda,
PDB: 1S2H)212 nas figuras A), B) e C), respectivamente. Contatos comuns entre MAD2 inativa e
ativa são mostrados em amarelo, enquanto os contatos exclusivos para cada uma são representados
em azul e vermelho, respectivamente. D) Representações em estilo cartoon das conformações ativa
e inativa são mostradas nos lados esquerdo e direito. Os 250 principais contatos previstos entre
resíduos nas regiões de mudança de conformação são indicadas por linhas pretas.

6.2.4 Frustração na protéına MAD2

Regiões de proteínas propensas à alosteria e mudanças conformacionais significativas

frequentemente exibem uma alta prevalência de interações altamente frustradas (ou seja,

excepcionalmente desestabilizadoras).234 Em contraste, elementos estruturais estáveis em proteínas

tendem a carregar interações minimamente frustradas.235 Para abordar o papel da frustração na
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troca conformacional da proteína MAD2, calculamos o índice de frustração por resíduo único

(SRFI) para cada conformação.228

A Figura 6.2.4.1A mostra a distribuição do SRFI para as conformações inativa (barras

azuis) e ativa (barras vermelhas). As distribuições são semelhantes, com 42,7% de resíduos neutros

(-1 < SRFI < 0,55) ou minimamente frustrados (29,73%) (SRFI > 0,55). Os pontos verdes na

Figura 6.2.4.1B representam os resíduos minimamente frustrados das estruturas inativa e ativa. Os

pontos cinzas indicam resíduos neutros ou minimamente frustrados em qualquer conformação (54,6%

dos resíduos). 5,95% dos resíduos (11 ao todo) são altamente frustrados em ambas as conformações

(pontos vermelhos na Figura 6.2.4.1B). A maioria desses resíduos são carregados (E22, E105, D112

e D160) ou polares (Q34, Q47, N66, Q71 e W167). Esses resíduos estão localizados no loop (D112)

e em regiões envolvidas no mecanismo de mudança de conformação (Y38, Q71, E105, D160, P164

e W167). Os resíduos Y38, Q71 e E105 não fazem parte das sequências de troca N-terminal (I11

a S16) e C-terminal (K159 a I201), mas interagem diretamente com resíduos que estabilizam as

conformações inativa ou ativa.

Alguns resíduos são altamente frustrados em uma estrutura, mas não na outra. Esses

resíduos, representados por pontos magenta e laranja na Figura 6.2.4.1B, correspondem a 4,32% e

5,41% de todos os resíduos nas conformações inativa e ativa, respectivamente. As Figuras 6.2.4.1C

(ou 6.2.4.1D) mostram os resíduos que são altamente frustrados apenas em uma das estruturas.

Vale ressaltar que, embora esses resíduos estejam presentes ao longo de toda a cadeia da proteína,

a maioria deles é encontrada em partes biologicamente críticas da MAD2. Por exemplo, D152 e

Y156 são resíduos altamente frustrados da ´6, que é o local de ligação ao Cdc20210 ou de interações

com a região de mudança de conformação C-terminal na MAD2 inativa. N177 (Figura 6.2.4.1C),

E165 e K166 (Figura 6.2.4.1D) sofrem mudanças conformacionais significativas durante a mudança

de conformação. Nossa hipótese é que K108, R117, K119 e Q121 (Figura 6.2.4.1C) são altamente

frustrados na conformação ativa porque interagem com a região N-terminal da proteína, que sofre

mudança conformacional para o estado ´1.

Note que há também resíduos altamente frustrados dentro dos elementos estruturais

estáveis da MAD2. R133, por exemplo, pertence à hélice ³C, é altamente frustrado no estado

inativo e é necessário para a dimerização da MAD2.236 Curiosamente, R133 não está mais frustrado

após a formação do dímero (Índice de Frustração R133: -0.801, PDB: 3GMH).237 Resíduos frustrados
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na superfície dos elementos estruturais estáveis - como E22 e Q34 na ³A, N66 na ³B e E41, Q47

e Y49 na ´2-´3 - podem ser minimamente frustrados ao interargir com proteínas do ponto de

checagem do fuso (Spindle Assembly Checkpoint, SAC).237,238

Figura 6.2.4.1: Análises de frustração na proteína MAD2. A) Distribuição do SRFI para as
conformações ativa (barras vermelhas) e inativa (barras azuis). Linhas verticais pretas indicam
o raio de corte usado para definir resíduos minimamente frustrados (MF, SRFI > 0,55), neutros
(-1 < SRFI < 0,55) ou altamente frustrados (HF, SRFI < -1). B) Correlação entre o SRFI nas
conformações inativa (eixo y) e ativa (eixo x). Pontos verdes representam os resíduos MF (29,73%),
enquanto os pontos vermelhos representam resíduos HF (5,95%) em ambas as conformações. Pontos
cinzas representam resíduos neutros em ambas as conformações ou neutros em uma e MF na outra
(54,6%). SRFIs para resíduos HF presentes apenas na estrutura inativa (ativa) são mostrados em
magenta (laranja). Resíduos HF envolvidos nas regiões de fold-switching (FS) são destacados com
um contorno preto. Os painéis C) e D) mostram a representação em estilo cartoon e o gráfico de
barras dos resíduos HF no estado ativo e inativo, respectivamente.
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6.3 Conclusões

O mecanismo de enovelamento da proteína MAD2 pode ser capturado usando um novo

modelo baseado na combinação da paisagem energética de ambas as conformações da proteína. As

simulações capturam a formação de um intermediário no qual a fita-´1 é formada (´1-ativo), mas

o núcleo da proteína mantém a forma ativa. Isso é consistente com as observações experimentais

sobre a transição de ativação, que envolve, inicialmente, o rearranjo C-terminal e, posteriormente,

uma troca N-terminal.217 Neste trabalho, mostramos que a mudança estrutural N-terminal ocorre

rapidamente se a MAD2 estiver na forma ativa, e que esse intermediário constitui o principal caminho

para as transições de ativação ou inativação.

Dados recentes de smFRET também revelam a existência de um estado intermediário

estável em soluções moderadamente desnaturantes de GdmCl (∼3-3,5 mol L-1).215 Após a diluição

do GdmCl, esse intermediário se converte exclusivamente para a forma ativa da MAD2, sugerindo

uma maior semelhança estrutural com essa conformação, assim como o identificado nas simulações

com os SBMs (´1-ativo). Portanto, os resultados das simulações permitirão investigar os efeitos

do GdmCl na estabilização dos diferentes estados conformacionais da MAD2, buscando elucidar os

mecanismos de solvatação que suportem as observações experimentais.

Finalmente, a análise de acoplamento direto prevê contatos que correspondem aos

elementos estruturais estáveis na proteína MAD2, predominantemente para o estado ativo. Além

disso, a análise de frustração revela que os estados nativos da MAD2 são minimamente frustrados,

o que contribui para sua capacidade de acessar estados funcionais distintos enquanto mantêm a

estabilidade. Resíduos altamente frustrados estão predominantemente localizados nos segmentos

de mudança conformacional e nas regiões de ligação da proteína.
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Caṕıtulo 7

Conclusões gerais

O principal objetivo desta tese foi entender como diferentes solventes afetam a

termodinâmica do processo de enovelamento de proteínas, utilizando técnicas computacionais. O

enovelamento de proteínas ocorre na escala de tempo de microssegundos a segundos, exigindo

métodos que permitem avaliar as transições conformacionais em escalas de tempo compatíveis

com os experimentos. Nos trabalhos apresentados, empregamos tanto simulações de DM com

troca de réplicas quanto as simulações com os modelos baseados na estrutura para caracterizar de

forma satisfatória a dinâmica conformacional da proteína em cada estudo.

No Capítulo 3, exploramos os mecanismos de interação e estabilização do TFE no

equilíbrio conformacional do peptídeo AAQAA3, cujo trabalho está publicado na revista “Journal of

Molecular Liquids”.174 Neste trabalho, utilizamos simulações de DM com troca de réplicas com o

método REST2 para explorar o conjunto conformacional do peptídeo. O trabalho confirma o papel

estabilizador de ³-hélices do TFE e fornece uma visão detalhada dos mecanismos de estabilização

do cossolvente, obtida pela modificação dos potenciais de interação entre o oxigênio da carbonila

na cadeia principal e o hidrogênio polar do TFE.

No Capítulo 4, estudamos o enovelamento do domínio B da proteína A (BdpA)177

utilizando simulações com os C³-SBM, que são potenciais parametrizados a partir da estrutura

nativa. Esses potenciais são amplamente utilizados na determinação do mecanismo de

enovelamento de proteínas como a BdpA, que apresenta uma cinética de dois estados. Neste

trabalho, além de caracterizar o enovelamento da BdpA, determinamos a correlação na formação

das hélices, agrupamos as estruturas de enovelamento e estudamos os modos de interação entre as
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moléculas de água e todo o conjunto de estruturas de enovelamento. Os resultados apresentados

no Capítulo 4, publicados na revista “Journal of Chemical Information and Modeling”, possibilitam

análises dos efeitos de cossolventes no equilíbrio do enovelamento de proteínas, abordado com

detalhes no Capítulo 5.

Especificamente, o Capítulo 5, disponível como preprint,239 aborda um desafio

fundamental na biofísica, que é o de entender como osmólitos modulam o enovelamento e a

estabilidade de proteínas. O estudo investiga os efeitos da ureia e do TMAO na superfície de

energia das proteínas modelo SH3 (rica folhas-´) e BdpA (rica em ³-hélices), que são amplamente

utilizadas em estudos de enovelamento. Neste trabalho, aplicamos a metodologia introduzida no

Capítulo 4 para caracterizar os efeitos dos osmólitos em vários estados enovelados e desenovelados

das proteínas, incluindo cálculos de energia livre de transferência. Os valores de energia livre estão

de acordo com resultados experimentais e, portanto, validam os campos de força e métodos de

análises utilizados. Esses resultados fornecem uma nova perspectiva dos efeitos de osmólitos nos

caminhos de enovelamento de proteínas, com possíveis aplicações biotecnológicas.

Finalmente, no Capítulo 6, discutimos as características do enovelamento da proteína

MAD2. A MAD2 é uma proteína que pertence à classe das fold-switching que, por definição,

podem se enovelar de forma reversível em mais de um estado nativo. Neste trabalho,

desenvolvemos um potencial, a partir de modelos C³-SBM, considerando os estados ativo e inativo

da MAD2. A partir do novo potencial, caracterizamos os diferentes estados nativos da MAD2 e,

inclusive, um estado intermediário com características estruturais sugeridas por experimentos de

smFRET na presença do desnaturante GdmCl. Esses resultados permitirão investigações dos

efeitos do GdmCl na estabilização dos diferentes estados conformacionais da MAD2, que poderão

corroborar as observações experimentais.
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Apêndice I

Apêndice I

Tabela I.0.0.1: Detalhes das caixas de simulação para cada ensemble da proteína SH3 em soluções
de ureia e TMAO 0,5 mol L−1.

Ensembles Volume médio da caixa Número médio de moléculas Número médio de moléculas

(nm3) e SE de água e SE de cossolvente e SE

N
S0

80
162,1 ± 0,2 4576 ± 6 42,78 ± 0,05

U
S1

46
182 ± 3 5207 ± 86 48,7 ± 0,8

U
S2

43
180 ± 3 5132 ± 82 48,0 ± 0,8

U
S3

33
177 ± 3 5035 ± 86 47,1 ± 0,8

U
S4

6.0
207 ± 2 5957 ± 78 55,7 ± 0,7

U
S5

2.4
228 ± 3 6616 ± 108 62 ± 1

U
S6

3.9
250 ± 3 7296 ± 101 68,2 ± 0,9

U
S7

2.3
249 ± 3 7268 ± 82 67,9 ± 0,8

U
S8

2.2
284 ± 4 8353 ± 129 78 ± 1

U
S9

0.9
330 ± 7 9806 ± 234 92 ± 2

U
S10

0.7
282 ± 4 8286 ± 113 78 ± 1

U
S11

0.5
322 ± 4 9549 ± 112 89 ± 1

U
S12

1.0
313 ± 4 9268 ± 124 87 ± 1
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Tabela I.0.0.2: Detalhes das caixas de simulação para cada ensemble da proteína BdpA em soluções
de ureia e TMAO 0,5 mol L−1.

Ensembles Volume médio da caixa Número médio de moléculas de Número médio de moléculas

(nm3) e SE de água e SE de cossolvente e SE

N
B0

84
208,1 ± 0,9 5985 ± 28 55,9 ± 0,3

U
B1

63
207,1 ± 0,8 5953 ± 23 55,7 ± 0,2

U
B2

40
203 ± 1 5822 ± 37 54,4 ± 0,3

U
B3

38
191 ± 2 5467 ± 68 51,1 ± 0,6

U
B4

39
192 ± 3 5496 ± 94 51,2 ± 0,9

U
B5

37
242 ± 2 7023 ± 55 65,7 ± 0,5

U
B6

36
221 ± 2 6392 ± 72 59,8 ± 0,7

U
B7

15
235 ± 2 6818 ± 74 63,7 ± 0,7

U
B8

17
251 ± 4 7324 ± 120 68 ± 1

U
B9

14
223 ± 3 6446 ± 104 60 ± 1

U
B10

38
240 ± 4 6973 ± 110 65 ± 1

U
B11

37
302 ± 4 8909 ± 105 83 ± 1
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Tabela I.0.0.3: Detalhes das caixas de simulação para cada estrutura representativa da proteína SH3
em soluções de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,75; e 1,0 mol L−1 de ureia e TMAO.

Estrutura representativa Concentração Volume da caixa Número de moléculas Número de moléculas

(mol L−1) (nm3) de água de cossolvente

N
S0

80
0,1 228,54 6826 12

N
S0

80
0,2 227,73 6772 25

N
S0

80
0,3 227,79 6722 37

N
S0

80
0,4 227,60 6667 50

N
S0

80
0,5 227,71 6617 62

N
S0

80
0,75 228,00 6488 93

N
S0

80
1 228,11 6359 124

U
S1

46
0,1 254,66 7674 14

U
S1

46
0,2 255,27 7615 28

U
S1

46
0,3 254,78 7557 42

U
S1

46
0,4 255,14 7499 56

U
S1

46
0,5 255,04 7440 70

U
S1

46
0,75 255,39 7298 104

U
S1

46
1 254,65 7152 139

U
S12

1.0
0,1 322,87 9851 18

U
S12

1.0
0,2 322,07 9776 36

U
S12

1.0
0,3 323,07 9701 54

U
S12

1.0
0,4 322,02 9630 71

U
S12

1.0
0,5 322,17 9555 89

U
S12

1.0
0,75 322,43 9367 134

U
S12

1.0
1 322,49 9179 179
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Tabela I.0.0.4: Detalhes das caixas de simulação para cada estrutura representativa da proteína
BdpA em soluções de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,75; e 1,0 mol L−1 de ureia e TMAO.

Estrutura representativa Concentração Volume da caixa Número de moléculas Número de moléculas

(mol L−1) (nm3) de água de cossolvente

N
B0

84
0,1 327,229 10000 18

N
B0

84
0,2 327,344 9924 36

N
B0

84
0,3 327,15 9849 54

N
B0

84
0,4 327,72 9770 73

N
B0

84
0,5 327,294 9695 91

N
B0

84
0,75 327,065 9507 136

N
B0

84
1 327,14 9319 181

U
B1

63
0,1 305,938 9262 17

U
B1

63
0,2 306,058 9191 34

U
B1

63
0,3 306,046 9124 50

U
B1

63
0,4 305,645 9053 67

U
B1

63
0,5 306,011 8983 84

U
B1

63
0,75 306,166 8807 126

U
B1

63
1 305,406 8632 168

U
B11

37
0,1 396,974 11673 21

U
B11

37
0,2 397,009 11585 42

U
B11

37
0,3 396,789 11493 64

U
B11

37
0,4 398,107 11406 85

U
B11

37
0,5 396,861 11318 106

U
B11

37
0,75 397,379 11097 159

U
B11

37
1 397,272 10876 212
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Tabela I.0.0.5: Fração de contatos nativos (Q), área superficial acessível ao solvente (SASA, Solvent-
Accessible Surface Area), conteúdo de estrutura secundária (folha-β (SH3) e α-hélice (BdpA)), e
parâmetros de interação preferencial da ureia e do TMAO para cada ensemble das proteínas SH3 e
BdpA.

Proteína SH3

Ensembles Q médio SASA médio (nm2) Conteúdo médio de folha-β Γ
TMAO

médio Γ
ureia

médio

N
S0

80
0,850 42,413 80,018 -2.416 2,800

U
S1

46
0,553 48,828 45,584 -2.737 3,185

U
S2

43
0,552 47,512 42,650 -2.752 3,309

U
S3

33
0,544 47,831 33,044 -2.865 3,659

U
S4

6.0
0,236 56,175 5,999 -3.175 3,846

U
S5

2.4
0,176 58,718 2,437 -3.309 4,355

U
S6

3.9
0,170 62,640 3,932 -3.464 4,519

U
S7

2.3
0,159 62,128 2,258 -3.391 4,260

U
S8

2.2
0,139 65,246 2,220 -3.509 4,258

U
S9

0.9
0,106 67,949 0,892 -3.783 4,661

U
S10

0.7
0,097 66,900 0,689 -3.575 4,617

U
S11

0.5
0,091 68,472 0,502 -3.645 4,651

U
S12

1.0
0,087 69,213 1,040 -3.642 4,860

Proteína BdpA

Ensembles Q médio SASA médio (nm2) Conteúdo médio de α-hélice Γ
TMAO

médio Γ
ureia

médio

N
B0

84
0,772 51,248 84,495 -3,198 2,685

U
B1

63
0,729 52,156 62,579 -3,219 2,731

U
B2

40
0,609 53,069 40,224 -3,382 2,702

U
B3

38
0,553 53,303 37,951 -3,496 3,014

U
B4

39
0,543 52,673 38,889 -3,346 2,755

U
B5

37
0,378 58,953 36,962 -3,579 3,189

U
B6

36
0,370 57,210 35,996 -3,461 3,337

U
B7

15
0,348 59,481 15,067 -3,675 3,327

U
B8

17
0,336 61,114 17,224 -3,616 3,281

U
B9

14
0,335 59,255 13,642 -3,685 3,077

U
B10

38
0,333 59,279 37,873 -3,631 3,520

U
B11

37
0,305 64,460 36,861 -3,874 3,571
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Figura I.0.0.1: Estruturas representativas de cada ensemble das proteínas SH3 e BdpA.
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