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Anélise do tamanho da caixa e do peptideo
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Resumo

O tetradecapeptideo Eumenine mastoparano — AF (EMP-AF) extraido do veneno de
vespa, em solucdo aquosa contendo trifluoretanol (TFE) mostra conformacdo helicoidal
anfipdtica de acordo com os dados de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) e Dicroismo
Circular (CD). A seqiiéncia de aminoacidos tem o N-terminal amidado e trés lisinas carregadas
(5, 8 e 12). Nesse trabalho, investigamos a estrutura conformacional desse peptideo em solucdo
aquosa contendo TFE por simula¢do de dindmica molecular usando o pacote GROMACS. As
simula¢des foram feitas usando uma caixa ctuibica que inclui o TFE (30%) e moléculas de dgua
(70%). O método da troca de réplica foi usado para simular o sistema no intervalo de
temperatura (280K - 350K) uniformemente distribuida em 14 processadores. Cada réplica
numa dada temperatura T tem uma estrutura aleatéria como conformagao inicial. Em intervalos
fixos de tempo, duas réplicas vizinhas tentam trocar conformagdes de acordo com a
probabilidade de Boltzmann (™ onde A = (AB)(AU), P é 1/xsT e U a energia potencial).
Apresentamos trajetérias que mostram claramente a formacdo de uma estrutura helicoidal
(residuos 3 e 12). Juntamente com a estrutura helicoidal, outras conformacdes tais como
estruturas helicoidais parciais e folhas- f também exibem estabilidade relativamente alta. A
estrutura helicoidal estd de acordo com as 20 estruturas disponiveis obtidas por RMN, com
valores pequenos de RMSD. Também mostramos que a diversidade de estruturas obtidas por
RMN estd relacionada com flutuacdes globais da cadeia, como indicado pela andlise de
componentes principais. A projecdo da trajetéria de equilibrio na primeira componente
principal, de uma estrutura helicoidal obtida como conformacao inicial, mostrou flutuacdes que
aproximadamente reproduzem a diversidade de estruturas de RMN, que sido devidas

principalmente a flexibilidade do N- terminal do peptideo.



Abstract

Tetradecapeptide eumenine mastoparan-AF (EMP-AF) (14 residues) extracted from
wasp venom, in solution with water and trifluoroethanol (TFE) show amphiphatic helical
conformation, according with Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Circular Dichroism
(CD) data. The amino acid sequence has amidated N-terminus and three charged lysine (5, 8
and 12). In this work, we have investigated structural conformations of this peptide in TFE
aqueous solution by molecular dynamics simulations using GROMACS package. The
simulations have been done using a cubic box that included TFE (30%) and water molecules
(70%). The replica-exchange method was used to simulate the system in the temperature range
(280K - 350K) uniformly distributed in 14 processors. Each replica, at a given T has a coil
structure as the initial conformation. At fixed time intervals, two neighboring replica try to
exchange configurations with Boltzmann probability e ™, where A = (AB)(AU), B is 1/kpT and
U is potential energy. We present trajectories, which clearly show the formation of the helix
structure of the peptide (residues 3 to 12). Along with the helix structure, other conformations,
such as partial helical structure and B-sheet, also show relatively high stability. The helical
structure shows good agreement with the twenty available NMR structures, with relatively
small values of RMSD. It is also shown that this diversity of the NMR structures is related to
global fluctuations of the chain, as indicated by a principal component analysis. The projection
of equilibrium trajectory, with the obtained helix as the initial conformation, on the first
principal component, showed fluctuations that nearly reproduce the diversity of the NMR

structures, which are due, mainly, to the flexibility of the N-terminus of the peptide.



1. Introducao

1.1 Veneno de Himendpteros

Uma das maiores ordens dentro da classe de insetos é a Hymenoptera: importantes
artropodes venenosos além das aranhas e escorpides. Composta de no minimo 200.000 espécies
entre abelhas, vespas e formigas e que estdo direta ou indiretamente envolvidas na vida
humana, ji que aproximadamente 3/4 de todos os animais sdo artrépodes e alguns causam
problemas agricolas e até enfermidades (Vetter & Visscher, 1998).

Os insetos dessa ordem sdo classificados em sociais e solitdrios, por disporem seus venenos
diferentemente. Himendpteros sociais usam o veneno como ferramenta de defesa prépria e/ou
de suas larvas, contra ataques de invasores e predadores. Os principais componentes
encontrados sdo peptideos como a melitina, presente no veneno de abelhas (Kreil, 1973) e
mastoparanos no veneno de vespas (Konno et al., 2001). J4 o veneno de himendpteros
solitarios € usado para captura de presas. Uma vez injetado o veneno em aranhas e insetos,
estes ficam paralisados e servem para nutrir suas larvas, o que levou a proposicio da existéncia
de varias neurotoxinas (Konno, 1998), além de moléculas similares as encontradas no veneno

das vespas sociais.

1.2 Mastoparanos isolados de vespas solitarias

Os mastoparanos sdo peptideos constituidos de 10 a 14 residuos de aminodcidos (Nakajima,
1984) (ver tabela 1.1) que compde a classe de degranuladores de mastécitos (Konno et al.,
2000; Hirai et al., 1979a, 1979b, 1980, 1981) extraidos de insetos da familia Vespidae
(Nakagima, 1986). Eles sao catidnicos, possuem residuos hidrofébicos, a maioria apresenta C-
terminal amidado, e geralmente estdo em conformagdo helicoidal anfipdtica quando interagem
com biomembranas (Katsu et al., 1989). Tais peptideos possuem alta variabilidade de
atividades bioldgicas associadas principalmente as caracteristicas das membranas: liberacdo de
histamina dos mastdcitos (Konno et al., 2000); estimulam a atividade fosfolipdsica (das
fosfalipases A, e C) (Argiolas & Pisano, 1983); acentuada atividade hemolitica, e atividade
antimicrobiana (Ho & Hwang, 1991; Nakagima, 1984). Estas atividades tornam esses peptideos
objetos de intensos estudos no desenho de drogas; regulacdo da proteina G através da GTP
(Higashijima, 1988), entre outras.

Dados experimentais de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) e Dicroismo Circular

(CD) mostram que em solucdo aquosa 0s mastoparanos apresentam uma conformacao aleatoria,
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ou estrutura secundéria ndo mensurdvel. J4 em solu¢do com trifluoretanol (TFE) exibem hélice-
o anfipatica (Chuang et al., 1996), onde residuos hidrofébicos estdo dispostos de um lado da
hélice, e na outra face os positivamente carregados, como o grupo amina e residuos de lisina
(Katsu et al., 1990). Esta configuracdo é fundamental para acdo t6xica destes peptideos, ja que
a interacdo da parte carregada dos fosfolipideos da bicamada ocorre com a parte catidnica
desses peptideos. (Konno et al., 2000).

Estudos estruturais confirmaram a conformacdo helicoidal anfipdtica, por exemplo, na
melitina que possui 27 residuos em dois segmentos helicoidais, ¢ extraida do veneno da vespa
Apis Melifera e interage com membrana (Kreil, 1973); no mastoparano-B da Vespa basalis que
possui os residuos Lys-4, Ser-5, Ser-8, Lys-11 e Lys-12 do lado hidrofilico e os residuos Leu-3,
Ile-6, Trp-9, Ala-10, Val-13 e Leu-14 do lado hidrofébico (Chuang et al., 1996). Estes sdo
exemplos de peptideos extraidos de vespas sociais. Hd também os peptideos encontrados em
vespas solitdrias que possuem a estrutura anfipatica como o EMP-AF, principal componente do
veneno da vespa Anterhynchium flavomarginatum micado (ver figura 1.1), tetradecapeptideo
rico em aminodcidos hidrofébicos e bdsicos, e o Anoplin, extraido da vespa Anoplius

samariensis, com 10 residuos hidrofébicos e basicos, ambos com C-terminal amidado.

Figura 1.1
Vespa Anterhynchium flavomarginatum micado

(http://www .city.funabashi.chiba.jp/kankyohozen/envmap/photogallery/insect/17-0119.html)

Anélogos do EMP-AF foram extraidos, EMP-AFI, 2 e 3, possivelmente devido a digestio
enzimadtica durante a estocagem e procedimentos de dissecacdo (Konno et al., 2000), contudo
estes ndo apresentam atividade hemolitica nem de degranulacdo de mastdcito, mas sao
importantes no estudo da relacdo estrutura-funcdo desses mastoparanos (Lorenzi, 2002). Na
tabela 1.1 apresentamos a seqii€éncia e origem de alguns dos peptideos da familia dos

mastoparanos.



Tabela 1.1
Seqiiéncia primdria dos mastoparanos e sua origem

Peptideo Seqiiéncia Origem Referéncia

Anoplin G-L-L-K-R-I-K-T-L-L-NH2 Anoplius samariensis Konno et al., 2000
Anoplin-OH G-L-L-K-R-I-K-T-L-L-OH Sintetizado Konno et al., 2000
EMP-AF I-N-L-L-K-I-A-K-G-I-K-S-L-NH2 A. flavomarginatum micado ~ Konno et al., 2000
EMP-AF 1 [-N-L-L-K-I-A-K-G-I-K-S-L-OH A. flavomarginatum micado  Konno et al., 2000
EMP-AF 2 L-K-I-A-K-G-I-K-S-L-NH2 A. flavomarginatum micado ~ Konno et al., 2000
EMP-AF 3 L-K-I-A-K-G-I-K-S-L-OH A. flavomarginatum micado ~ Konno et al., 2000
Eumenitin L-N-L-K-G-I-F-K-K-V-A-S-L-L-T-OH Eumenes rubronatatus dos Santos C., 2006
MP I-N-L-K-A-L-A-A-L-A-K-K-I-L-NH2 Vespula lewisii Hirai et al., 1979*
MP-B L-K-L-K-S-I-V-S-W-A-K-K-V-L-NH2 Vespa basalis Hoetal., 1991
MP-X I-N-W-K-G-I-A-A-M-A-K-K-L-L-NH2 Vespa xanthoptera Hirai et al., 1979b

1.3 Atividade Bioldgica

Os peptideos antimicrobianos (PAMs), assim como os mastoparanos, apresentam grande
diversidade de atividades ja citadas, que dependem de pardmetros como seqiiéncia,
cationicidade, hidrofobicidade e anfipaticidade (Giangaspero, et al., 2001).

Os PAMs ja foram encontrados em mamiferos, até em plantas, sendo a grande maioria
encontrada nas células epiteliais, defendendo o organismo de agressores: discernindo-os dos
seus proprios constituintes (Zasloff, 2002). Outros organismos como fungos, insetos, e anfibios
também produzem PAMs com atividades anti-fingica, hemolitica, anti-virética e anti-tumoral
(Baba & Schneewind, 1998). Porém, devido a composicio das membranas existentes, um
peptideo exclusivo ndo seria apto a exterminar diferentes microrganismos (Yeaman & Yount,
2003).

Residuos hidrofébicos sdo os maiores constituintes dos PAMs. Isto proporciona uma
interacdo com membranas bacterianas anfifilicas, devendo ter participacdo no mecanismo de
acdo. As forgas eletrostaticas ddo impulso ao primeiro contato dos peptideos com as cabecas
anidnicas dos fosfolipideos das membranas externas das bactérias podendo orientd-las com as
cargas dos residuos. O mecanismo pelo qual um peptideo danifique patégenos sem que afetem
outros elementos do ambiente estd principalmente conectado a membrana bacteriana, pois ha
estudos com peptideos que ndo sdo catidnicos, conseqiientemente nao sao seletivos, e bactérias
que sdo resistentes devido a concentracdo baixa de fosfolipidios anidnicos (Andreu & Rivas,

1998; Zasloff, 2002).
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1.4 Determinantes Estruturais

Alguns aspectos relevantes serdo esclarecidos como carga, hidrofobicidade, momento
hidrofébico, anfipaticidade, e terminal amidado. Tais determinantes moleculares influenciam
em propriedades conformacionais e bioquimicas, o que podem provocar alteragdes nas

atividades bioldgicas, e/ou transicdo para estados ativos ou inativos.

Figura 1.2
Fatores que podem alterar a estruturagdo dos PAMs helicoidais (Tossi et al., 2000).

Alguns fatores que podem comprometer a estrutura do peptideo estdo apresentados na
figura 1.2. Isto implica a presenca de residuos como, por exemplo, leucina, alanina e lisina que
estabilizam a hélice e prolina que desestabiliza (Tossi, 2000). Incluindo as interacdes nos
terminais; pontes salinas entre residuos com cargas opostas, separados pelas posi¢des i, i + 3 ou

1,1+ 4; e interacOes de residuos da parte hidrofébica com fosfolipidios da bicamada lipidica.

1.4.1 Carga

PAMs e hemoliticos sdo carregados positivamente, com seu dominio catidnico
altamente definido, e carga liquida variando de +2 a +9. Incontestavelmente, esta caracteristica
¢ importante numa atrag@o eletrostética inicial entre peptideos e membranas fosfolipidicas de
bactérias e outros organismos carregados negativamente. Além disso, a eletroafinidade mutua
confere uma possivel seletividade antimicrobiana (Yeaman & Yount, 2003).

As membranas bacterianas sdo carregadas negativamente por serem ricas em &acidos
fosfolipidicos (PG, fosfatidilglicerol; PS, fosfatidilserina e CL, cardiolipina). Além dos

lipopolissacarideos (LPS) e acidos teicoico e teicurdnico das bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas que adicionam parte da carga as suas superficies. Uma maneira de concentrar
peptideos carregados positivamente em superficies microbianas é pelo potencial
transmembranar, 50% maior em procariotos que na maioria dos mamiferos (Yeaman & Yount,
2003).

Fundamentado nestas considera¢des, muitos estudos tentam correlacionar a
cationicidade com ac¢do antimicrobiana (Bessalle et al., 1992; Matsuzaki et al., 1996; Dathe et
al., 1997). Dentro de um certo intervalo, o aumento do potencial antibactericida é geralmente
associado com o incremento da cationicidade. Estudos com a magainina 2, mantendo
constantes parimetros como hidrofobicidade e helicidade, mostraram que para um aumento da
carga de +3 a +5 ocorrem um aumento da acfo antibacteriana contra patégenos Gram-negativos
e Gram-positivos. De qualquer forma hd um limite nesse contrabalanco (Dathe et al., 2001).
Um percentual minimo de cargas, talvez +2, é necessdrio a seletividade em microorganismos,
por razdes como: interacdo eletrostdtica inicial; potencial de deslocamento de cétions ligados a
membranas; e potencial transmembranar forte para facilitar a transicdo de orientacdo de
peptideos catidnicos dentro da membrana (organizagdo do poro), e/ou translocar peptideos para

a membrana citoplasmética (Yeaman & Yount, 2003; Andreu & Rivas, 1998).

1.4.2 Hidrofobicidade

O conceito de hidrofobicidade de um peptideo estd ligado a porcentagem de residuos
hidrofébicos (aproximadamente 50% para a maioria dos PAMs) (Yeaman & Yount, 2003),
presentes na cadeia. Este pardmetro mede o grau de afinidade do peptideo pela regido das
cadeias aciclicas de lipideos de membranas bioldgicas (Zhao, 2003).

Hidrofobicidade é uma caracteristica inerente do peptideo - a de ser capaz de se
deslocar de uma fase aquosa para uma fase hidrofébica, e também um fator modulador da
atividade membranar. Entdo, para o peptideo ser litico e fazer parte do sistema de defesa do
hospedeiro, duas exigéncias t€m que ser cumpridas: primeiro, exigindo baixa hidrofobicidade,
o peptideo tem que ser suficientemente solivel em 4gua permitindo armazenamento em alta
concentracio e possibilitando transporte rdpido ao alvo microbiano; e segundo, requer alta
hidrofobicidade, devendo ser ao mesmo tempo capaz de interagir com a regido hidrofébica da
bicamada a fim de perturba-la, e aumentar a permeabilidade. Entretanto, alta hidrofobicidade
poderd causar agregacdo e até precipitacdo em dgua, impedindo seu transporte ao alvo; por
outro lado, baixa hidrofobicidade tem afinidade lipidica insuficiente (Dathe & Wieprecht,

1999).
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1.4.3 Anfipaticidade e Momento hidrofébico

A conformagdo mais comum entre PAMs ao interagirem com alvos de membrana € a
estrutura anfipatica, que pode apresentar varias conformacdes, sendo a hélice-o a mais eficiente
em interagdo com biomembranas. Nessa conformagdo a maior parte dos PAMs mostra variagao
intermedidria de carga de +4 a +6 e tem uma porcentagem de 40% a 60% de residuos
hidrofébicos (Tossi et al., 2000).

Para medir esta anfipaticidade, calculamos o momento hidrofébico, definido como o
vetor soma das hidrofobicidades dos aminoacidos individualmente e perpendicular ao eixo da
hélice, pressupondo que o angulo entre as cadeias laterais dos residuos e o eixo da hélice € de
quase 100° (Dathe & Wieprecht, 1999). Maiores detalhes a respeito das hidrofobicidades de
cada aminoécido equag¢do do momento hidrofébico podem ser visto em Broggio Costa, 2006.

Uma correlagdo completa entre o momento hidrofébico e a atividade da membrana é
dificil de ser elucidada; primeiro porque em alguns peptideos os residuos hidrofébicos e
hidrofilicos ndo estdo regularmente distribuidos na cadeia, acarretando regides de auto e baixo
momentos hidrofébicos; segundo, porque o teor helicoidal do peptideo € freqiientemente
considerado menor que 100%, e o momento hidrofébico € calculado com base numa hélice

ideal (Dathe & Wieprecht, 1999).

1.4.4 Terminal Amidado

Uma modifica¢do pés-traducional de peptideos antimicrobianos, que altera a atividade
bioldgica é a amidacdo. Ela ocorre numa ampla variedade de peptideos como, por exemplo, na
melitina (Kreil, 1973), na cecropina (Andreu et al., 1983), no EMP-AF (Konno et al., 2000;
Delatorre et al., 2001), entre outros. Tal metodologia envolve descarboxilagdo oxidativa —
clivagem - de um residuo de glicina no C-terminal, em dois passos do processo enzimatico. A
amidacao evita clivagem pelas carboxipeptidases (enzimas que catalisam a remocao hidrolitica
de um residuo terminal), conseqiientemente o C-terminal deixa de ser negativo e se acomoda,
fornecendo uma ligacdo extra de hidrogénio para a formacdo de hélices-o (Andreu & Rivas,
1998; Epand & Vogel, 1999; Sforca et al., 2004).

A correlacdo entre amidacdo e atividade bioldgica é objeto de intensos estudos. Em
1983, Andreu comparou a cecropina amidada e a ndo-amidada, e constatou uma alta eficicia na
atividade antimicrobiana para a versdo amidada. Experimentos com andlogos da
seminalplasmina (SPLN), o SPFK amidado e ndo amidado - parte mais hidrofébica da
seqiiéncia da SPLN com a substituicdo de um residuo de dcido glutamico pela lisina, e também

a cisteina no lugar do primeiro e do dltimo residuo - resultaram em um considerdvel aumento
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na atividade antimicrobiana sem qualquer atividade hemolitica para o C-terminal amidado
(Sitaram & Nagaraj, 1999). Confrontando as Eumenines, EMP-AF —-NH, e o EMP-AF-COOQO’,
verificou-se que o primeiro possui atividade bioldgica mais potente que o segundo (Sforca et

al., 2004).

1.5 Mecanismo de acio de peptideos antimicrobianos

Muitos peptideos antimicrobianos empregam mecanismos sofisticados e dindmicos de
efeitos rdpidos e atividade potente na sua acdo. O entendimento desse processo ajuda a
promover o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos mais resistentes, que aumente a
imunidade, tenha um espectro mais amplo, etc.

Um componente elementar na composi¢io de todas as membranas é a bicamada
fosfolipidica, que por definicdo é anfipdtica, tendo dominios hidrofilicos e hidrofébicos.
Contudo, células procaridticas e eucaridticas t€m as suas especificidades, como por exemplo, a
presenca do colesterol nas de nicleo presente, mas raramente encontrado nas desprovidas de
nicleo celular (Yeaman & Yount, 2003). Geralmente, as membranas de mamiferos sao
constituidas de lipideos zwiteridnicos (ndo possuem carga liquida), e as compostas de
membranas anidnicas estdo presentes em muitas bactérias.

O cardter catidnico do peptideo acaba atraindo eletrostaticamente moléculas negativas,
como por exemplo, superficies de micrébios, podendo até induzir formacdo de hélice-a
(Matsuzaki, 1999b), mas em regra desestrutura-se em solug¢do. Entao, esta interacdo direta deve
auxiliar a passagem do peptideo para o interior da membrana. O processo comeca quando os
grupos da cabeca da membrana fosfolipidica carregada € alcancada e o peptideo assume a
conformacdo helicoidal que permite sua inser¢do na face hidrofébica dentro da bicamada até se
acumularem e formarem agregados.

A permeabilizacdo da membrana pode ocorrer por trés mecanismos, como representados na
figura 1.3. Primeiro a propor¢do de moléculas de peptideos reorientada formam o poro-barril
(Yang et al., 2001; Shai, 1999). Segundo a agregagdo dos peptideos causam um afinamento na
membrana, e entdo formam a cavidade de poros toroidais (Tossi et al, 2000; Matsuzaki, 1995a).
E por ultimo, as moléculas do peptideo se acumulam paralelamente a superficie e causam

desagregacdo, um processo conhecido como carpete.
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Figura 1.3

Representagdo em esquema dos modelos sugeridos para o mecanismo de ac¢do de peptideos antimicrobianos em

hélice-a (adaptado de Tossi et al., 2000). (A) Atracdo eletrostatica 4 superficie anidnica dos microorganismos. (B)

Passagem através da membrana externa e/ou da camada de peptidoglicanos. (C) Atracdo eletrostdtica aos

fosfolipideos anidnicos da membrana citoplasmatica. (D) Transicdo conformacional, inser¢do e acumulag¢do na

membrana. (E) Formag@o do poro toroidal e translocac¢do do peptideo. (F) Mecanismo carpete de permeabilizacao

de membrana. (G) Formacdo do poro barril.
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2. Objetivos

A estrutura secunddria do peptideo Eumenine mastoparano — AF é importantissima para
a atividade bioldgica, como foi discutido na introdugcdo. O peptideo assume uma
conformagdo de hélice-a anfipdtica na presenca de membranas, ou em ambiente
semelhante, com a presenga de co-solventes. Nesta dissertacdo, mimetizamos a bicamada
através de um modelo de misturas de trifluoretanol (TFE) e 4gua, pois o TFE também ¢é
anfipatico — proporciona um ambiente hidrofilico e hidrofébico. Assim, os objetivos deste

trabalho sdo:

e A partir de uma estrutura aleatdria obter o mapa conformacional do peptideo através de
simulacdes de dinAmica molecular usando o método de troca de réplicas que consiste na
permutacdo do sistema de acordo com uma probabilidade;

e [Estudar as estabilidades de algumas estruturas presente no mapa conformacional através
do perfil de energia livre;

e As duas primeiras componentes principais oriundas da diagonalizacdo da matriz de
covariancia serdo os parametros de ordem em fung¢do dos quais a energia livre serd
calculada;

e Comparar uma das estruturas presentes no mapa conformacional, uma hélice, com

dados de RMN.
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3. Métodos Teoricos

No inicio dos anos 50, o conceito em Dindmica Molecular (DM) estava originalmente
sendo desenvolvido por Alder e Wainwright, como uma técnica para simular sistemas de
colisdo de esferas rigidas (Alder & Wainwright, 1957). Somente em 1977, Van Gunsteren &
Berendsen publicaram a primeira simulacdo de uma macromolécula bioldgica, a BPTI (Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor - inibidor de tripsina bovino pancreético) de duracdo de 9.2ps em
vécuo.

A idéia fundamental da DM € extremamente simples, mas exigente
computacionalmente. Consiste em estudar os movimentos de um sistema de particulas. A
relacdo entre a posicdo e o tempo de N particulas que interagem, de massas m; em um dado
conjunto de coordenadas, é dada através da solucdo direta das equacdes de movimento de
Newton:

= d’r .
F. =m, " K i=1,2,..,N. [3.1]

onde 7; (¢) é a posi¢do da particula i. A forca instantinea F; em cada dtomo deve ser calculada
das intera¢des no sistema, definida como o gradiente da fun¢do energia potencial V dependente

das posi¢des de todos os dtomos,

—

F=-VV(F,..i) [3.2]

l

O célculo desse potencial serd descrito na préxima seccao.

Com esse método podemos explorar propriedades estruturais, energéticas, e
movimentos de sistemas moleculares. Em geral, todos os datomos estdo representados
explicitamente, usando uma fungdo potencial empirica para descrever suas interagdes (equagao
3.2).

Contudo ainda ha limitagdes nesses experimentos in silico. A escala disponivel de
tempo ainda € limitada se comparada com alguns processos bioquimicos. Cada vez mais,
pesquisas vém aprimorando o desempenho computacional, e o desenvolvimento de softwares
mais velozes diminuem o “gap” dessa limitacio. Como o supercomputador BlueGene que

anseia em operar a velocidade natural dos processos biolégicos (Fitch et al., 2006).
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3.1 Campo de Forcas

Para a determinacdo das equacdes de movimento, torna-se essencial definir como a energia
potencial do sistema molecular varia com a posicdo dos dtomos do sistema. A principio, tal
célculo pode ser obtido pela resolucdo quanto-mecinica para determinar a energia de menor
estado dos elétrons no sistema e cada possibilidade da posicdo nuclear. No entanto, seu custo
computacional € alto, devido a grande quantidade de dtomos numa simulacdo - principalmente
considerando o solvente em torno da molécula. Contorna-se esse problema com funcdes
potenciais cldssicas dependentes apenas das posicdes entre nicleos atdmicos.

Quando tratamos de sistemas com milhares de dtomos, proteinas por exemplo, inserimos
funcdes potenciais empiricas de acordo com dados experimentais e calculos quanticos de
moléculas pequenas, genericamente chamado de “campo de forca molecular” (Brooks III et al.,
1988; van Gunsteren & Berendsen, 1990).

Diversos pesquisadores desenvolveram Campos de Forgas com parametrizacio especifica —
fungdes potenciais diversificados, dependendo do sistema — como o AMBER (Weiner et al.,
1996), CHARMM (Brooks et al., 1983), GROMOS (van Gunsteren & Berendsen, 1987) e
OPLS/AMBER (Jorgensen & Tirado-Rives, 1988). As funcdes potenciais comumente sio
subdivididas em contribui¢des de termos ligados, como o potencial de estiramento da ligacao,
angular e torcional, termos ndo-ligados que consideram a impenetrabilidade das nuvens
eletrbnicas, como as forgcas de dispersdo, inducdo dipolar e interagles eletrostéticas, e por
ultimo as interagdes especiais, como a restricdo de posi¢ao e de distidncia baseadas em listas
fixas.

As simulagdes submetidas neste trabalho utilizaram o campo de forca GROMOS/96 (van
Gunsteren et al., 1996), com a funcdo de energia potencial descrita por termos harmonicos
devido as interacdes covalentes: potencial de ligac@o, angular, torcional préprio e impréprio; e
devido aos dtomos ndo-ligados - separados por trés ou mais ligagdes covalentes: potencial de

Lennard-Jones e Coulomb. A seguir, estes potenciais serdo discutidos com mais detalhes.

3.1.1 Potenciais Harmonicos

A maioria dos movimentos que ocorrem nas proteinas a temperatura ambiente permite
que o comprimento das ligacdes, inclusive o tamanho dos angulos, flutue préximo ao valor de
equilibrio. A natureza das ligacdes e as massas atdmicas € que determinam essas vibracdes das
moléculas.

O estiramento de ligac@o entre dois 4&tomos covalentemente ligados i e j (ver figura 3.1)

€ uma funcdo potencial semelhante ao de Hooke num sistema massa-mola,
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Vb(” )=%k3(':~,-—r,-,-°)2 [3.3]

i
0 7 . . . ’ . A . .o . .
onde, 7j; ¢ o comprimento de equilibrio, r;; é a distdncia do par ij em um determinado instante,

0
e kij € uma constante eldstica que descreve a “dureza” da ligacdo. Esta € estimada através da

comparacio da energia do féton absorvido pela radia¢do infravermelha com a diferenca em
energia dos estados vibracionais da molécula ao passar do nivel fundamental para o primeiro
estado excitado.

De modo similar, o dobramento angular dos dtomos i, j, k — onde i faz ligacdo com j e j

com k (ver figura 3.1) — é representado pelo seguinte potencial:

V, (8)=4hkie (6~ ) [3.4]

a ij ijk i

. . o i 0
onde ez'jk € o angulo entre as ligagdes em um certo instante, ka o angulo de equilibrio, e kijk

a constante da for¢ca que determina a dificuldade em distorcer o dngulo.

Figura 3.1

Representagdo dos
parimetros r,
comprimento das ligagcdes
quimicas, 6, angulo entre
duas ligacdes
consecutivas, e ¢, angulo
torcional para ligacdes
com liberdade de rotag@o.
Os angulos torcionais, em
bioquimica, sdo
denominados 0, para
ligagdo entre N — Cq, W,
entre C, - Ce wentre C —
N. (adaptado de Pascutti,
2002).

Existe um terceiro potencial harmdnico em alguns campos de for¢a, como no
GROMOS, necessdrio em sistemas planares e em sistemas com hidrogénios ligados aos
carbonos que nao sdo tratados explicitamente. Assim, para manter a estrutura tridimensional em
um conjunto de quatro atomos, seja ele planar ou tetraédrica, incluimos um potencial chamado

diedral impréprio. A equacdo, com um atomo central i ligado a trés outros, j, &, [ é:

Vimp (é:ijkl ) = %ki?kl (é:zjkl - i;)kl )2 [3.5]
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onde Sijjki € o angulo entre os plano i j k e j k [ (ver figura 3.2), a constante para a restitui¢do

0 0
do angulo de equilibrio é:ijkl entre esses plano é kijkl .

Figura 3.2

Estrutura tetraédrica do Cox. § é o angulo entre os planos i j k

e j ke vale 35,264° (no equilibrio). (Pascutti, 2002).

Na figura acima, o plano formado pelos d&tomos C, — N — C, i j e k respectivamente, € 0
outro plano com os dtomos N — C — Cg, j k [ respectivamente, tendo o angulo de 35,264° €
conservada a estrutura tetraédrica média do carbono-o.. Mantendo a seqiiénciaijk [, Co- N - C
- Cp respectivamente, garante-se que o residuo de aminoédcido da cadeia lateral (figura 3.1)
fique na posicdo levédgira do Co. Este tipo de potencial ainda fortalece a coplanaridade dos

atomos Co — C — O — N — H — C,, na cadeia polipeptidica (figura 3.1), tomando &, como zero, e

também em anéis arométicos onde a estrutura planar deve ser mantida.

3.1.2 Potencial Torcional

A rotacdo em torno das ligacdes covalentes entre dois dtomos nao pode ser modelada
pelos termos ja descritos, sendo necessario introduzir um potencial torcional explicito. Os
angulos diedrais, formados pela seqiiéncia de quatro dtomos, possuem liberdade de torc¢do,

como pode ser observado na figura abaixo:

20



Figura 3.3

Angulo torcional entre quatro dtomos em
seqiiéncia, onde i j k formam um plano, e j k /
formam outro plano. (Adaptado de Allen, 2004).

Comumente, usa-se a expansdo do co-seno, mantendo-se o termo de menor ordem. A

equagao do potencial torcional préprio é:
— 19
Ve (¢yk1 ) =k jk [1 + COS(" p—0 )] [3.6]

L . . ~ . . .. ~
onde k jk € aconstante que define a barreira de torgdo, n € o nimero de minimos para a tor¢ao

de uma certa ligacdo quimica, 0 é a fase (usualmente tomada como 0°, podendo ser 180°)
podendo posicionar Vg (0) num médximo ou num minimo, e ¢ é o angulo diedral para a
ligacdo central na série dos quatro d4tomos (figuras 3.1 e 3.3).

Os angulos de tor¢do podem descrever as mudancas conformacionais da cadeia
principal de uma proteina (dtomos que participam das ligagdes peptidicas, sem levar em conta
as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos). As principais modifica¢des sdo em torno das
ligacdes N — C, e Co — C, por possuirem barreiras acessiveis a temperatura ambiente. A
estrutura secundaria, tanto a hélice-o. como a folha [, sdo definidas pelos valores dos angulos

diedrais C - N —-Cy—Ce N -Cy—C —N (0 e y em bioquimica).

3.1.3 Potencial de Lennard — Jones

Atomos ndo unidos covalentemente, afastados de trés ou mais ligagdes, compde termos
de repulsdo - curto alcance, e de atragdo - longo alcance (van der Waals) numa funcgdo
potencial. A parte repulsiva, de curtissimo alcance proporcional a 1/r'?, se deve ao
impedimento da interpenetracdo das nuvens eletrdnicas dos d4tomos em questdo, de acordo com
o principio de exclusio de Pauling. J4 o termo atrativo, de longo alcance proporcional a 1//°, se
deve as oscilagdes na distribuicdo de carga de um dtomo na presenca de outro, surgindo uma
atragdo dipolo-induzido dipolo-induzido que € a dispersdo de London. A juncdo desses termos

€ mais conhecida como potencial de Lennard-Jones:

21



VLJ(”:;/): :12 - :6 [3.7]

6 12 i . . .
onde C[j e C,j refletem o didmetro das nuvens eletrdnicas e depende dos d4tomos envolvidos.

No célculo de interacdes entre moléculas, os termos de todos os pares sdo contados, € em
interacdes intramoléculas, apenas alguns dtomos separados de no minimo trés ligacdes (as
vezes quatro ligagdes) sdo incluidas. Tais pardmetros podem ser experimentalmente e

teoricamente ajustados.

3.1.4 Potencial de Coulomb

Um outro potencial de dtomos carregados e nao ligados quimicamente é descrito pelo
potencial eletrostatico de Coulomb. Esta interacdo € de longo alcance, proporcional a 1/r, sendo
capaz de deslocar nuvens eletronicas com predilecio sobre um dos atomos através de uma
diferenca de eletronegatividade. Dependendo dos residuos que compde a proteina, e a sua
disposicdo, as cargas parciais dos dtomos podem promover ligagdes de hidrogénio entre si ou
com o solvente aquoso. Conseqiientemente, definem e/ou estabilizam estruturas secundarias,
inclusive se na seqiiéncia contiver aminoécidos e terminais carregados.

O potencial é dado pela forma:

1 q
Vcouz(rij) — 24 [3.8]

dreye, T

onde g; e g; sdo as cargas, r; € a distancia que separa as cargas i € j, & € a permissividade no
vdcuo e & a constante dielétrica do meio. Para as correcdes eletrostiticas de longo alcance
utilizamos o PME (Particle Mesh Ewald). Derivado da soma de Ewald, o PME calcula no
espaco de Fourier as interacdes de longo alcance que acontecem no espaco real (Darden, York,

e Pedersen, 1993; Essmann et al., 1995).

3.1.5 Funcao da Energia Potencial Total

A funcgdo potencial total é a soma das interacdes entre dtomos ligados e ndo-ligados,
descritos anteriormente:

NI: Na N¢

Ne
Vie = ;Vb (r;'j)+ ZVa (9171( ) + Z::,Vzmp (é:zjkz)"' Zvdied (¢ijk1) [3.9]

n=1 n=l1
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N

Viie = z [VLJ (r;'j ) +Veou (rij )] [3.10]

i<j
‘/tot = ‘/lig + anig [31 1]

A equagdo 3.9 descreve as interagdes covalentemente entre dtomos ligados, sendo um sistema
molecular que possua no total N, ligagdes quimicas, N,angulos entre pares de ligacdes
consecutivas, N¢ angulos diedrais impréprios, e Ny, angulos diedrais préprios. A equagdo 3.10
representa a soma sobre todos os pares de dtomos i e j, no total de N particulas (excluindo

primeiro e segundo vizinhos ligados).

3.2 Algoritmos de Otimizacao da Geometria Molecular

2

A idéia essencial de minimizacdo de energia é evitar conflitos estéricos, deixar o
sistema mais relaxado, por exemplo, encontrando um novo conjunto de coordenadas (como
dado na Eq. 3.11) do sistema de interesse. Contudo, isso é dificultoso j& que para uma
macromolécula com muitos graus de liberdade conduz a virios minimos nas fungdes
potenciais. A alternativa é empregar um método que encontre um minimo local, ou de
preferéncia um minimo global. Desde que a funcio energia potencial seja expressa de forma
analitica, as derivadas sdo dadas por fungdes simples que possam ser usadas para promover a
busca por um minimo (Brooks III et al., 1998).

As otimizagdes foram usadas no intuito de ajustar posi¢des atdmicas, relaxando possiveis
distor¢des nas ligagdes quimicas, nos angulos entre trés dtomos (ou duas liga¢des), e nos
contatos de van der Waals das estruturas iniciais.

Os algoritmos utilizados na minimizacdo de energia das simulacdes realizadas foram o
“Steepest Descent” e o Gradiente Conjugado. O primeiro método consiste em movimentar a
molécula na dire¢do oposta ao do gradiente da funcdo potencial num determinado ponto. Como
o gradiente fornece a direcao de maior variagdo de uma funcao, a direcio escolhida aponta para
a direc@o de maximo decrescimento da fungdo em cada ponto. Esse método € eficiente para se
aproximar de um minimo, mas converge vagarosamente nas suas proximidades. O segundo
método, Gradiente Conjugado, a direcio de movimento € dada pela conjugacao das direcdes do
gradiente no ponto atual e no ponto anterior. Uma vez vizinho ao minimo esse método € mais
eficiente que o “Steepest Descent” para encontrar o minimo da fungdo potencial. Indicado em

sistemas que tenham restricdo de posicao e angulo nos seus 4tomos.
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3.3 Dinamica Molecular Classica

Em modelos moleculares onde se despreza efeitos quanticos, cada dtomo é considerado
como uma massa pontual cujo movimento é determinado por forgas sobre ele exercidas pelos
demais atomos, como descrito nas equagdes cldssicas de movimento. A fisica classica fornece
solugdo para descrever as equacdes de movimento do sistema de particulas interagindo, para
apenas alguns sistemas, e alguns casos envolvendo uma ou duas particulas independentes. Para
trés ou mais particulas independentes, chamamos isso de problema de muitos corpos onde as

equagdes de movimento devem ser solucionadas numericamente.

3.3.1 Métodos de Integracao

Uma variedade de algoritmos t€m sido usados para integrar equacdes de movimento em
simulacdes de dindmica molecular. Um dos métodos mais simples, freqiientemente usado em
dinamica molecular, foi desenvolvido por Verlet (Verlet, 1967). Derivado de duas expansdes

de Taylor (truncadas), dependente de coordenadas r; no tempo ¢ — At e t + At,

d (A1) a2 (a1) &
(t—=At)=r(t)-At—r (t)+———r(t) ————r.(t)+
r,(t=At)=r, (1) dtr,() o dtzr,() 3 dt3r,()

d (A1) g2 (A1) @
(t+At)=r(t)+ At—r (t)+———r (t)+————r (1) +
r,(t+Ar)=r (1) dtn() 5 dtzr,() 3 dtar,()

Somando as duas equagdes juntamente com a equacao 3.1, temos:

Af?
r.(t+At)=-r (t—At)+2r,(t)+—F,
m.

1

v, (1)= 2LAt r(t+Ar)—r (t-Ar)].

O truncamento introduz um erro da ordem de (At)4 para as coordenadas e (At)3 para as
velocidades. De qualquer forma, um problema com esse método é que as velocidades sdo
obtidas como diferenca de dois termos de mesma magnitude, com precisdo numérica muito

sensivel. Uma pequena modificacdo, teoricamente equivalente, € o algoritmo de Leap-Frog

(Hockney et al., 1974) utilizado pelo GROMACS:

r(t+At)=r (1) +Aw, (1 +At/2) (3.12)
v (t+£j~v (t—£]+£F 3.13
Co2) U 2) m G-13)
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Esta aproximacdo evita a diferenca entre grandes termos quando calculamos as
velocidades. O tnico problema € que durante metade do passo as velocidades ficam desligadas
das posicdes, em outras palavras ndo podem ser calculadas no mesmo momento. Porém o
GROMACS contorna isto pelo resultado das médias das velocidades nos instantes (¢ + A#/2) e (¢
- At/2), para obter a velocidade do instante t. Uma vantagem desse algoritmo é o fato dele
permitir o acoplamento do banho térmico ao sistema, ja que o cdlculo das energias potenciais
depende das posicdes, e como suas variagdes dependem das velocidades, estas acabam

controlando as energias.

3.4 Parametros das Simulacoes

As simulagdes foram realizadas com o pacote computacional GROMACS versdo 3.3.1
(Lindahl et al., 2001) a partir de um arquivo pdb de uma estrutura aleatéria do EMP-AF, como
mostraremos no préximo capitulo, em catorze (14) computadores em cluster sendo a
temperatura a Unica diferenca entre eles, variando em intervalos de 4K, 5K e 6K de 280K a
343K. A cada 1000 passos a condi¢do de troca de réplicas (secdo 3.5) era verificada. As
trajetorias tém duracdo de aproximadamente 45ns, mas os primeiros 14ns ndo foram utilizados
nas anélises. O campo de forca usado neste trabalho, GROMOS/96 (43al) (van Gunsteren, et
al. 1996), tem alguns dos pardmetros modificados pela inclusdo do TFE (2, 2, 2-Trifluoretanol)

proposto por Fioroni e colaboradores (2000).

Tabela 3.1
Parametros propostos por Fioroni (2000) para simula¢cdes de DM com TFE.
. CS /(kJ mol ' nm®) C2 /(kJ mol’ nm’)
datomos ' 5 ' 5 q/e
x10 x10
F 1.177862 1.000000 -0.17
C 2.340624 3.374569 0.452
CH2 7.104804 25.775929 0.273
0] 2.261954 1.505529 -0.625
H 0.0 0.0 0.41
Ligagdo Distdncia
F-C 1.36
CH2-0 1.43
CH2-C 1.53
O-H 1.00
Angulo de ligagdo Oy (deg) Ko/kd mol” rad”
H-O-CH2 109.5 397.5
O-CH2-C 110.3 460.2
CH2-C-F 111.4 460.2
F-C-F 107.6 460.2
Diedral @, (graus) Ko/kJ mol” rad™
H-O0-C-C 3 1.300
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O tamanho da caixa cibica em cada réplica foi de 4.5nm por aresta, que continha dgua —
TFE na propor¢do de 70:30 (v:v), com os pardmetros acima descritos. A relacdo entre o
tamanho da caixa e o tamanho que o peptideo adquire estd discutida no apéndice B. Mais
detalhes a respeito da caixa termalizada nessa propor¢cdo podem ser encontrados em Broggio
Costa (2006). Adicionamos quatro dtomos de cloro nas posicdes eletrostaticamente mais
favordveis a fim de neutralizar o sistema, pois o N-terminal foi tratado como grupo carregado,
além de trés lisinas ao longo do peptideo. Para a minimiza¢do de energia, primeiramente
realizamos 8000 passos de gradiente conjugado, onde a cada 1000 um passo de Steepest
Descent era feito. A dinamica de restricdo de posi¢cdo teve duracdo de Ins, com o passo de
integracdo de 2fs, para relaxar o solvente e os fons aplicando ao peptideo uma constante de
forca de ordem 1000. Finalmente, esse sistema foi submetido em cada processador dos 14 nds
do cluster.

O modelo de 4gua utilizado foi o SPC (Simple Point Charge) (Berendsen et al., 1981),
para restringir sua geometria empregamos o algoritmo SETTLE (Miyamoto & Kollman, 1992).
O sistema inclufa 1898 moléculas de dgua e 201 moléculas de TFE. Para vincular todos os
comprimentos de ligacdo usamos o algoritmo LINCS (Hess et al., 1997). As correcdes
eletrostaticas foram feitas pelo algoritmo PME (Particle Mesh Ewald) com um raio de corte de
1.4nm. O mesmo valor de raio de corte também foi usado nas interacdes de van der Waals.

A temperatura e a pressdo foram controladas pelo método de Berendsen (Berendsen et
al., 1984), com tr = 0.1 ps e Tp = 1,0 ps, sendo acoplado ao sistema em questdo, e a
compressibilidade isotérmica de 6,5.107 bar’, a pressdo de referéncia foi de 1 atm, e por
ultimo, a temperatura de referéncia para cada processador estava entre 280K e 343K.

A dinamica de equilibrio da estrutura enovelada inclufa os mesmos parametros descritos
aqui, exceto a condicdo de réplica, e a sua temperatura de referéncia foi de 300K, com a

duracdo de 10ns, e a estrutura inicial foi uma das estruturas de hélice obtida.

3.5 Método de Troca de Réplicas

Simulac¢des de sistemas macromoleculares biolégicos por Dindmica Molecular (DM) ou
por Monte Carlo (MC) tornam-se limitadas pelo nimero insuficiente de amostras no espago
configuracional. Um exemplo dessa limitacao é a capacidade de alguns sistemas ficarem presos
em minimos de energia, a temperatura ambiente. Uma maneira de minimizar essa limitacao é o
uso de técnicas como a troca de réplicas em dindmica molecular (REMD — Replica Exchange

Molecular Dynamics).
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Dindmica molecular com trocas de réplicas ¢ um método usado para aumentar a
freqiiéncia de acesso as conformagdes da cadeia, especialmente se as conformagdes sdao
separadas por barreiras de energia.

No caso deste trabalho, 14 réplicas do sistema - EMP-AF, solvente, co-solvente e fons —
foram distribuidos em 14 processadores. Cada sistema é simulado numa temperatura diferente
(280K, 284K, 288K, 292K, 296K, 300K, 305K, 310K, 315K, 320K, 325K, 331K, 337K,
343K). As réplicas sdo ordenadas automaticamente nos processadores de acordo com as
temperaturas, T. A cada intervalo fixo, 1000 passos neste trabalho, sistemas vizinhos, i e i+/
por exemplo, com temperaturas 7; e T;,; respectivamente, podem mudar de configuracdo de tal
maneira que o sistema i muda para a temperatura 7;.;, € 0 sistema i+/ para a temperatura 7.

A probabilidade para que essa mudanga ocorra é:

P(1¢>2)=min 1,eprL— ! ](Ul—Uz)} [3.14]

LU

onde T, e T, sdo temperaturas vizinhas e U; e U, s@o as energias potenciais instantdneas das

réplicas 1 e 2 respectivamente, antes da troca.
Depois das mudangas, as velocidades sdo calculadas de acordo com (7,/T, )ioje a

procura pela troca com o vizinho serd executada somente na proxima verificacdo. Tentamos
apenas trocas com temperaturas vizinhas na medida em que a probabilidade decresce muito
rapidamente com a diferenca de temperatura (Sugita & Okamoto, 1999). A tentativa de troca
com todos pares possiveis em um passo ndo é permitida. Se, por um instante, as réplicas 1 e 2
trocarem, a chance de troca para as réplicas 2 e 3 ndo depende apenas das energias delas, mas
também da energia da réplica 1. No GROMACS isto € resolvido tentando permutar todos os
pares ‘ilmpares’ em tentativas ‘impares’ e para todos os pares ‘pares’ em tentativas ‘pares’. Se
tivermos 4 réplicas: 0, 1, 2 e 3, ordenados por temperatura e tentarmos trocas a cada 1000
passos, os pares 0-1 e 2-3 serdo examinados a cada 1000, 3000 etc. e o par 1-2 a cada 2000,
4000 etc.

A escolha da diferenca de temperatura entre réplicas consecutivas também € importante

para o sistema ter energia suficiente para vencer barreiras. A diferenca pode ser escrita como:
c
Ul_UzszfEkB(Ti_TZ) [3.15]

onde Ny € o nimero total de graus de liberdade de uma réplica e ¢ = 1 para potencial

harmonico, e ¢ = 2 para sistemas proteina/dgua (Van der Spoel et al., 2005).
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A temperatura efetiva T, pode ser descrita como:
1 1 1

kB 7—1 kB T2 k B T;ff

_TT.
T, = I%TI—TJ [3.17]

Onde T, € da ordem de 15.000K para T; = 300K, e T;-T, ~ 6K, e entdo podemos ter trocas de

[3.16]

réplicas de até ~50kzT; de diferenca de energia (Garcia & Sanbonmatsu, 2001).

3.6 Analise de Componentes Principais

Movimentos internos de proteinas podem permitir a ligacdo de um substrato ou de uma
coenzima, ou uma adaptacdo a diferentes ambientes como um agregado especifico, entre
outras. Tais movimentos internos podem ser sutis € envolvem correlagcdes complexas entre
movimentos atdmicos, mas sua natureza € inerente a estrutura e as interacdes dentro da
molécula. Associar esses movimentos de estrutura e interacdo molecular a fungdes bioldgicas,
reduzindo a complexa dindmica em graus essenciais de liberdade tem se tornado cada vez mais
comum.

As andlises de componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) t€m
mostrado resultados valiosos na aplicacdo de élgebra linear e usado abundantemente em
diversas areas da neuroci€ncia a computacido grafica, principalmente porque € simples e seu
método extrai informacdes relevantes de conjuntos de dados sem relacdo aparente. Nesta
dissertagdo, correlacionamos flutuacdes de posi¢des entre dtomos derivados das simulacdes de
dindmica molecular.

Representamos movimentos internos descritos na trajetoria x(¢), onde x € um vetor 3N-
dimensional de todas as coordenadas atomicas. A correlacdo entre 0os movimentos atdmicos

pode ser expressa pela matriz de covaridncia C de desvios de posicao:

Xi
x=| . [[x, . oxy]
XN
C =cov(x) =<Mﬁ% (X—<X>)Mii% (x_<X>T )> [3.18]

onde < > denota média no tempo, e M € a matriz diagonal que contém as massas dos 4tomos,
podendo também ser uma matriz unitdria nas andlises. Em geral, a diagonalizacdo da matriz de

covariancia dos deslocamentos atdmicos mostra que a maior parte das flutuacdes das posicoes
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estd concentrada em movimentos correlacionados num subespaco com apenas alguns graus de
liberdade, enquanto que os demais graus de liberdade representam flutuagdes de menor
importancia. A matriz simétrica C pode ser sempre diagonalizada por uma transformacgado de

coordenada ortogonal R:
x—(x)=Rq ou q=R' (x—<x>), [3.19]
A qual transforma C na matriz diagonal A = <qu> de autovalores A;:

C=RAR" ou A=R'CR

A iésima coluna de R é o autovetor pertencente a A;.
Assim, a flutuagio total da posicdo Zi<(x,. ~(x >)2> pode ser construida de
contribui¢des de autovetores ¢ correspondente autovalores:
> (=) ) = {((x=(x)) (x=(x))) =
('R'Rq)=(q"q)=) (¢7)=D", %

Escolhemos ordenar A; em ordem decrescente de valor. Entdo o primeiro autovetor representa o

[3.20]

maior desvio da posicdo média, o segundo representa flutuagdes das posicdes imediatamente
menores e assim por diante. A grande maioria das flutuagdes das posicdes atdmicas consiste
num conjunto limitado de n autovalores, muito menor quando comparados ao total de 3N graus
de liberdade.

A projecao da trajetéria na dire¢do dos autovetores, que constituem as colunas de R,

também chamadas de modos essenciais, nos d4 a componente principal p;(t):

p(t)=RTM%(X(t)—<X>) [3.21]

3.7 Wham - (Weighted Histogram Analysis Method)

O método de andlise de histogramas ¢ uma técnica que permite analisar uma simulacdo
numa temperatura especifica e extrapolar os resultados a outras temperaturas préximas. Este é
baseado na idéia de Valleu e Card (1972), porém a versao que descreveremos ¢ de Ferrenberg e
Swendsen (1988).

O programa que implementa o método de andlise dos histogramas ponderados (Kumar,
et al. 1995) em uma e duas dimensdes, cujo cbédigo ¢é livre e aberto

(http://dasher.wustl.edu/alan/) ¢ o WHAM. Essa metodologia combina dados de todas as

réplicas em todas as temperaturas utilizadas. Em sua esséncia o protocolo deste programa é

apenas a generalizacio das equacdes de energia livre.
29



A probabilidade de gerarmos um estado com energia E é:
-BE
Z

e

p(E)=p(E) [3.22]

onde S é 1/kgT, p(E) a densidade de estados, e Z é a fungdo de particdo, desconhecida. Se
executarmos uma simulacdo a uma temperatura 7 e n medidas independentes da energia total E

do sistema, podemos estimar essa probabilidade:

p(E)= [3.23]

Onde o histograma N(E) é o ntimero de conformag¢des do sistema com energia £ em n. A partir

das equagbes 3.22 e 3.23 temos uma nova forma para a densidade de estados sobre cada

temperatura T(f3):

N,(E) z

p(E)=—""—"—1; [3.24]
n. e

1

A densidade de estados p(E) é calculada de forma mais precisa quando se tem a
disposi¢c@o histogramas N(E) obtidos em vdrias temperaturas, desde que esses histogramas se

sobreponham parcialmente como mostra o grafico abaixo:

50 1 T T T T T
i — 280K ]

0 =
i 22K

40— _

N(E)

W\_M W\MK\NNA A

-63000 -52500 -52000 -61300  -51000 -503500
Energia Potencial E (KJ/mol)

Figura 3.4
Histogramas do nimero de configuragdes acessadas N(E) da energia, medidas em duas dimensdes para as

temperaturas 280K em preto, 284K em vermelho, 288K em azul, 292K em verde. Observe que para temperaturas
préximas hd sobreposi¢do de informagdes, entre as temperaturas 280K e 284K, e entre 288K e 292K. J4 para as

temperaturas 280K e 292K ndo hd sobreposi¢do, o que impossibilita o uso do método entre elas.
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O célculo da densidade de estados que contenha a informagao sobre todo o dominio de
valores de energia E, envolve realizagdes de médias sobre os histogramas N;(E) realizadas em
cada temperatura. O modo padrio de realizar a média ponderada supde um nimero de medidas
X;, de quantidade x, onde cada uma dessas tem um erro associado ¢;, entdo a melhor estimativa
é:

2. 5/0
>

Ou seja, o desvio padrio para um conjunto de medidas é grande, entdo o valor médio

[3.25]

X =

daquele conjunto entra na média com peso baixo (inversamente proporcional ao desvio

padrdo). Assumindo que nossas medidas de energia do sistema sdo independentes, o erro

AN{(E) relativo ao histograma é uma fung@o do histograma médio N, (E) a temperatura /3,

AN, (E)=+/N, (E) [3.26]
Para esclarecer mais, imaginemos um grande nimero de simulagdes, todas com temperaturas

inversas £, em que se realizam n; medidas de E em cada, formando um histograma a cada

execugdo, e calculando a média desses histogramas de bin em bin. A raiz quadrada dessa média

de bins é a estimativa correta de erro AN, (E) em algum histograma. N, (E) estd relacionado

com o(E) entdo:

pP(E)=—"——4 3.27]

onde p(E) é a densidade de estados.
Pela equagdo 3.25 onde o peso da média ponderada é 1/6{%, o melhor célculo do

verdadeiro p(E) € conseguido pela média ponderada:

ENE M ] s

Zij(E) z n €_ﬁjE

Z;

p(E)= [3.28]

A expressdo acima ainda € pouco usada porque contém a fun¢do de parti¢do Z; para

cada f; que é uma quantidade desconhecida. Tal funcéo € dada por:

N
Z, :ZE:/’( o HE z z %:Z » s [3.29]
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Implementar o método de muiltiplos histogramas envolve solucionar a equacdo 3.29
iterativamente por fung¢des de parti¢do Z; a cada temperatura inversa [ usada nas simulagdes.
Estimamos alguns valores iniciais de Z; colocando-os na equagdo acima, varias vezes, elegendo
o melhor valor quando a fun¢do convergir dentro de um fator de tolerdncia (Newman &

Barkema, 1999).
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4. Resultados e Discussao

Simulacao de Dinamica Molecular com troca de réplicas do EMP-AF

em Misturas de TFE-agua

O processo no qual a proteina atinge sua conformacdo funcional - comumente
conhecido como enovelamento, dobramento ou folding - € assunto de numerosos estudos
tedricos e experimentais nas ultimas décadas. O dobramento estd relacionado a vdrios fatores
como a seqiiéncia, tamanho, solvente, temperatura, entre outros.

O enovelamento helicoidal do peptideo EMP-AF é fundamental na interagdo com a
bicamada lipidica, como ja discutimos no capitulo 1. Dados recentes de experimentos de
Dicroismo Circular (CD) e Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) utilizam mistura de dgua e
trifluoretanol (TFE), j4 que este induz estrutura secunddria. O co-solvente, TFE, em solugdo
aquosa se retine propiciando um ambiente de regides hidrofébicas e hidrofilicas aos peptideos,
pois sua hidroxila pode ligar-se a outras moléculas TFE, ou com moléculas de dgua, ou com o
proprio grupo polar do peptideo. Os trés dtomos de fldor ligados ao carbono solvatam as

regides hidrofébicas do peptideo.

Figura 4.1
A) Moléculas de TFE (em verde) e dgua (em vermelho e branco) solvatando o peptideo (em rosa). B)

Ligacdes de hidrogénio da d4gua (em verde) e do TFE (em preto). C) Ligagdo de hidrogénio de moléculas de TFE
com moléculas de dgua. Em verde escuro os carbonos, em verde claro os fldors, em vermelho o oxigénio e em

branco o hidrogénio. Figuras feitas no PYMOL (A e C) e VMD (B).
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As simulagdes computacionais foram realizadas a partir de uma estrutura aleatéria do
EMP-AF-NH2 (Figura 4.2), onde sua seqiiéncia primdria estd descrita na tabela 4.1. As
condig¢des iniciais do sistema eram: uma caixa cibica de 4.5nm de aresta com mistura de TFE-
dgua 30:70 (v/v) solvatando um peptideo aleatério com uma carga liquida de +4 —
considerando as lisinas e o N-terminal carregado — neutralizando o sistema com o nimero
correspondente de contraions (Cloro). Esse sistema foi “multiplicado” 14 vezes, cada um em
um processador distinto e com uma temperatura, variando de 280K a 343K. A cada 1000
passos (2ps) a condicdo de troca era verificada. A duracdo de cada simulacio tem

aproximadamente 45ns.

N-terminal

C-terminal

Figura 4.2
Estrutura aleatdria usada inicialmente

Tabela 4.1
Seqiiéncia primdria da Eumenine mastoparano amidada. Residuos representados em azul séo os carregados

positivamente, em preto os hidrofébicos, e em verde os polares.

EMP-AF-NH, | lle - —Leu-Leu - Lys —1Ile — Ala— Lys — Gly — Ile — Tle — Lys — Ser — Leu — NH,

As representacdes dos grificos de padrdes de estruturas secunddrias referentes a
algumas temperaturas estdo exemplificadas nas figuras 4.3 até a 4.7. Percebe-se que na maior
parte do tempo as estruturas em vermelho, folha-B, estdo mais presentes que outras, € a partir
de 40.000ps as hélices do 3° ao 13° residuo comecam a surgir, embora sua duracio seja curta -
provavelmente por causa da probabilidade de troca entre as réplicas vizinhas. Tanto que a
hélice também aparece no mesmo intervalo de tempo em outras temperaturas, como no caso do
grafico padrao de 300K (figura 4.5), e tornando cada vez menos freqiiente em temperaturas
maiores, como por exemplo, ndo se observa sua presenca no grafico padrido a 343K (figura
4.6). A conformagdo em hélice persiste no intervalo de tempo mais longo simulado no

processador correspondente a temperatura 288K (figura 4.7), em torno dos 42200ps e 42400ps.
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Figura 4.3

Griéfico padrdo da estrutura secunddria para a temperatura 280K. A partir de 40.000ps hélices comegam a
aparecer, residuos em azul, em alguns instantes. Folhas-§, em vermelho, estdo bastantes presentes. Residuos em

conformacdo aleatdria estdo em branco, em amarelo residuos em voltas, em verde a conformacéo € de curva.
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Figura 4.4
Griéfico padrdo da estrutura secunddria para a temperatura 288K. A partir de 40.000ps hélices comegam a

aparecer, residuos em azul, em alguns instantes. Folhas-§, em vermelho, estdo bastantes presentes. Residuos em

conformacio aleatdria estdo em branco, em amarelo residuos em voltas, em verde a conformacao é de curva.

1

g =3l |||||.|J' I .*ﬁl i |l.| il i m
5
e 3l ' \ H lyidk I\
15003 20303 25000 3(7003 35303 403(70 45003
Time {ps}
[] Goil [l B-Sheet il B-Eridge [l Bend [ Turn [l A-Helix [ 3-Helix
Figura 4.5

Griéfico padrdo da estrutura secunddria para a temperatura 300K. A partir de 40.000ps hélices comegam a

aparecer, residuos em azul. Folhas-3, em vermelho, estéo bastantes presentes. Residuos em conformagio aleatéria
estdo em branco, em amarelo residuos em voltas, em verde a conformacéo é de curva.
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Figura 4.6
Gréfico padrdo da estrutura secunddria para a temperatura 343K. Percebemos que as hélices ji ndo aparecem mais,

e a conformac@o de folhas-f também € menor. Residuos em conformag@o aleatéria estdo em branco, em amarelo

residuos em voltas, em verde a conformacdo ¢ de curva.

35



Figura 4.7
Gréfico padrdo de estrutura secunddria para a temperatura de 288K, durante o intervalo de 41.000ps a 44.000ps,

aproximadamente. Observe que nesse intervalo em varios momentos conseguimos uma estrutura de hélice, do 3°
a0 13° residuo em azul. Outra conformag@o bastante presente é a da folha-f, em vermelho sendo o amarelo a
curva. A seta indica o instante em que uma hélice foi conseguida, 40770ps. Esta serd utilizada nas andlises deste

trabalho.

Escolhemos uma das estruturas em hélice atingidas na simulacdo, especificamente
relativa a temperatura 288K no tempo de 40.770 ps, para fazermos as andlises necessarias. A
figura 4.8 mostra a hélice-a. obtida, indicando o N-terminal, o C-terminal, alguns residuos
carregados como as lisinas (5, 8 e 12) em uma face, e residuos apolares como leucinas (3, 4), e

isoleucinas (6 e 10) na face oposta, caracterizando a anfipaticidade da hélice.

Figura 4.8
Estrutura obtida a partir da troca de réplicas, uma hélice-o anfipatica com alguns residuos identificados e os

terminais.
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O Desvio quadrético médio (RMSD — Root Mean Square Deviation) da hélice obtida

fitada com cada estrutura de ressonancia como referéncia foi calculado usando o programa

ProFit (Martin, 2001), apenas com os carbonos alfa (Cy) do 3° ao 14° residuo, como mostra a

tabela 4.2. O valor médio do RMSD da estrutura escolhida com as estruturas de RMN foi de

0,07684nm.

RMSD das 20 estruturas de RMN com a conformacao obtida feito no programa ProFit.

Estrutura de RMN com a hélice-o.  RMSD (nm)

1° 0,0757
2° 0,0758
3° 0,0701
4° 0,0826
5° 0,0815
6° 0,0809
7° 0,0765
8° 0,0801
9° 0,0833
10° 0,0707
11° 0,0729
12° 0,0728
13° 0,0705
14° 0,0845
15° 0,0770
16° 0,0707
17° 0,0815
18° 0,0729
19° 0,0795
20° 0,0773

As diferencas das 20 estruturas de ressonancia do EMP-AF estdo principalmente no N-

terminal, e nas Lisinas (5, 8 e 12), como mostra a figura 4.10 sob duas perspectivas diferentes.

Os “backbones” dessas estruturas estio perfeitamente superpostos, com um RMSD de 0.026nm

+ 0,013nm para todos os residudos, e de 0,010nm + 0,002nm para os residuos 3-14 (Sforca et

al, 2004). Uma comparagdo da 17% estrutura de RMN (tabela 4.2) com a conformagéo escolhida

(figura 4.8) estd exemplificada na figura 4.10. Percebemos que as lisinas estdo na mesma face

da hélice tanto para a estrutura experimental quanto para a estrutura obtida por simulagio. Nas

duas estruturas superpostas o mais possivel, temos uma diferengca nos N-terminais da ordem de

0,7nm, obtido no VMD (Humphrey, Dalke, e Schulten, 1996).

37



Figura 4.9
Conjunto das vinte conformacdes de RMN fitadas uma a uma em perspectivas diferentes. O N-terminal, e as

lisinas 5 (C), 8 (B) e 12 (A) sdo as maiores diferencas entre todas. As figuras foram feitas no pymol, onde o

“backbone” das estruturas estd representado em cartoon e as cadeias laterais em lines.

Figura 4.10
Estrutura de ressonancia (17° na tabela 4.2) em rosa fitada com a hélice da simulacdo em verde. As lisinas e os

terminais estdo identificados. A figura da esquerda mostra as conformacdes projetadas no plano normal ao eixo da
hélice, e a da direita perpendicular ao eixo da hélice. As figuras foram feitas no pymol, onde o “backbone” das

estruturas esta representado em cartoon e as cadeias laterais em lines.
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Simulacdes de dindmicas de troca de réplicas geram conformagdes bem distintas umas
das outras, como pode se observar nos grificos de estrutura padrdo (Fig. 4.3 - 4.7), pelo fato
que trocamos constantemente as conformagdes. Isso pode ser controlado mudando a freqiiéncia
do calculo da probabilidade da mudanga. O desvio médio quadratico com uma hélice ideal de
referéncia fitada com todas as outras conformagdes obtidas ao longo do tempo da dindmica da
temperatura 288K estd apresentado na figura 4.11(a). No instante em que a hélice foi gerada, o
RMSD foi de 0.047nm, mostrando que a hélice obtida estd muito préxima da ideal. Em torno
dos 40.000ps o desvio cai bastante em comparacdo dos valores em torno de 20.000ps. A
variacdo do RMSD vai de Onm até 0.6nm aproximadamente, valor que provavelmente é uma
conformac@o aleatdria.

O desvio médio dos dtomos da cadeia principal juntamente com os hidrogénios com
relacdo a estrutura média, ou RMSF (Root Mean Square Flutuation), da trajetéria da réplica de
288K estd apresentado na figura 4.12(b). As maiores flutuagdes ficam por conta do 1° residuo,
uma Ile, e do 14°, uma Leu, pelo fato das extremidades serem bem flexiveis. Entre os residuos

3°e 11° a oscilacdo é de 0,25nm e 0,35nm, sendo o 8° residuo (lisina) o de menor flutuacao.
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Figura 4.11
a) RMSD das estruturas obtidas na dindmica de 288K com a hélice ideal, fitados no Ca apenas. (b) Desvio médio

das flutuacdes da cadeia principal, levando em conta os dtomos N, C,, C, O e H (das amidas e do N-terminal) dos

residuos ao longo da dinamica de 288K.

Um dos maiores problemas na interpretacdo de resultados de dindmica molecular é o
grande nimero de coordenadas do sistema e seus diversos movimentos. A correlacdo entre
coordenadas pode ser uma saida para reduzir os graus de liberdade j& que nem todas as
correspondéncias sdo permitidas, como foi discutido no capitulo anterior. Andlises de
componentes principais ajudam a descobrir quais movimentos da proteina sio mais
significativos que outros, através da correlacio entre flutuagdes na posicido atémica, conhecida
como matriz de covariancia, derivada da simulagcdo de dindmica molecular.
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Diagonalizamos a matriz dos deslocamentos atbmicos no espaco 3N X 3N, onde N é o
ndmero de atomos, levando-se em conta as massas de cada atomo, e encontramos oS
autovalores. A maioria das flutuacdes posicionais estd concentrada em movimentos correlatos
num subespaco de poucos graus de liberdade, enquanto que os outros ndo tém uma
representacdo significativa, como podemos perceber no grafico 4.12. O primeiro autovalor
corresponde ao maior desvio da posicdo média, o segundo tem flutuagdo menor e assim por
diante até que a partir do 5° autovalor os outros se aproximam de zero na trajetoria referente a

temperatura 284K, enquanto que na dindmica de 288K a partir do 4° ja percebemos essa

aproximagao.
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Figura 4.12

Autovalores em ordem decrescente de magnitude obtido da matriz de covariancia das coordenadas dos dtomos N,
Cq e C (“backbone”) do peptideo (42 dtomos no total) considerando as massas de cada dtomo versus o indice dos

dez primeiros autovetores para as trajetorias de temperaturas 284K e 288K.

O desvio padrdo das flutuagcdes dos dtomos do “backbone” para os tré€s primeiros
autovetores da trajetoria de temperatura 288K estd apresentado na figura 4.13. Observamos que
0 primeiro autovetor tem um desvio maior em relacdo aos outros na maioria dos dtomos, o
segundo autovetor tem uma desvio menor que o primeiro, mas maior que o terceiro para alguns
atomos, enquanto que o terceiro tem o menor desvio. Como era de se esperar, ja que no grafico
dos autovalores também segue o mesmo raciocinio. No entanto, em torno do 14° atomo (C,, da

Lys 5) os graficos estdo proximos do mesmo ponto.
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Figura 4.13
Desvio padrio das flutuagdes atomicas do N, Cy e C (“backbone”) pelo niimero de dtomos (42 dtomos no total)

para o autovetor mais significativo (preto), o segundo (vermelho) e o terceiro (verde), para a trajetdria referente a

288K.

As coordenadas das componentes principais (PC — Principal Component) sdo obtidas
multiplicando a matriz de autovetor transposta, a matriz das massas atdomicas, e a diferenca do
deslocamento atdomico instantdneo da média (equacdo 3.6.4). A figura 4.14 mostra a projecio
de duas trajetérias de temperaturas 284K, em preto, e 288K em vermelho, no espago
conformacional de componente principal. As regides mais populosas desta figura estdo entre -
5.0 e -8.0 para o PC-1 e -5.0 e 0.0 para PC-2, do gréfico de 284K, e entre -4.0 e -5.0, para o PC-
1,e-3.0e 3.0 para o PC-2, do gréfico de 288K aproximadamente.
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PC -1 (0" nm)

Figura 4.14
Duas primeiras componentes principais para as temperaturas 284K, em preto, e 288K em vermelho.

Posteriormente, descrevemos a superficie de energia livre como funcdo das
componentes principais do sistema reunindo histogramas da média de ocupagdo do espaco das
componentes como funcdo da temperatura, realizado pelo programa WHAM (Kumar et al.,
1995), descrito na secdo 3.7 do capitulo anterior. Algumas estruturas foram identificadas de
acordo com suas componentes principais nas regides de baixa energia, como mostra a figura

4.36, inclusive a hélice obtida.
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Figura 4.15
Mapa de superficie da energia livre em fun¢io de duas componentes principais do sistema a temperatura 284K. A

barra de cores ao lado de cada figura € a escala da energia relativa em KJ/mol, e PC’s estdo em nm. A figura
abaixo € uma ampliacdo do limite préximo ao minimo de energia com algumas estruturas identificadas (Fig 4.17):
A) a PC-1 e PC-2 ~(-4,34nm; -1,21nm) que corresponde a 6 residuos em conformagdo aleatdria, 7 em hélice-o e 1
em volta e com 1773,57 KJ/mol ; B) ~(-4,62nm; -0,0nm), com 10 residuos em hélice e 4 em conformagido
aleatéria e com 1758,89 KJ/mol; C) ~(-4,73nm; 0,36nm), com 6 residuos em folha-B, 2 em volta, 2 em curva e 4

estruturalmente aleatdrios.
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Figura 4.16
Mapa de superficie da energia livre em func¢do de duas componentes principais do sistema a temperatura 288K. A

barra de cores ao lado de cada figura € a escala da energia relativa em KJ/mol, e PC’s estdo em nm. A figura
abaixo ¢ uma amplia¢@o do limite préximo ao minimo de energia com algumas estruturas identificadas (Fig. 4.17):
A) a PC-1 e PC-2 ~(-4,34nm; -1,21nm) que corresponde a 6 residuos em conformagao aleatdria, 7 em hélice-a e 1
em volta e com 1773,57 KJ/mol; B) ~(-4,62nm; -0,0nm), com 10 residuos em hélice e 4 em conformagdo aleatdria
e com 1758,89 KJ/mol; C) ~(-4,73nm; 0,36nm), com 6 residuos em folha-f, 2 em volta, 2 em curva e 4

estruturalmente aleatdrios.
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Figura 4.17
Estruturas identificadas nos minimos de energia das Figuras 4.15 e 4.16. A) a PC-1 e PC-2 ~(-4,34nm; -1,21nm)

que corresponde a 6 residuos em conformacdo aleatéria, 7 em hélice-o e 1 em volta e com 1773,57 KJ/mol ; B)
~(-4,62nm; -0,0nm), com 10 residuos em hélice e 4 em conformacdo aleatéria e com 1758,89 KlJ/mol; C)

~(-4,73nm; 0,36nm), com 6 residuos em folha-f, 2 em volta, 2 em curva e 4 estruturalmente aleatérios.
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Simulacio de dinamica molecular da estabilidade da hélice em mistura

de TFE-agua
Simulamos a conformacgdo de hélice alcancada em uma das simulacdes de réplica (Fig.
4.8) durante 10ns, num ambiente semelhante ao anterior, descrito no capitulo 2 (pag. 20), a
menos da temperatura que foi de 300K. A finalidade foi averiguarmos sua estabilidade, quais
residuos se manteriam e quais sairiam da conformagao.
O resultado da dinamica foi que o peptideo manteve o mesmo ajuste durante toda a

trajetoria, como pode ser observado na figura 4.17 do grafico padrio da estrutura secunddria.
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Figura 4.18
Griafico padrio da estrutura secundaria da cadeia principal do peptideo (mainchain+H).

Apenas em alguns picosegundos os dltimos aminodcidos, 12° e 13°, assumiram uma
conformagdo em volta (em amarelo no grafico), mas depois retornavam para a estrutura
helicoidal.

Como discutimos na se¢do anterior, andlises de componentes principais em relacdo a
movimentos de proteina mais significativos que outros através da correlagao entre flutuacdes na
posicdo atdmica, verificamos essas componentes também na trajetéria de equilibrio e na
‘trajetéria’ das estruturas de ressonancia, onde cada pdb é uma “imagem” da dinamica.

Apés a diagonalizacdo da matriz de covaridncia considerando as massas atdmicas,
esbocamos o grafico dos autovalores em ordem decrescente de magnitude, tanto para a
trajetoria de equilibrio, em preto, quanto para a de ressonancia, em vermelho, figura 4.18. Note
que a partir do 6° valor de autovalor é que os outros comegam a convergir na dindmica
equilibrada, enquanto que apenas o primeiro na cole¢do de estruturas experimentais ¢ mais

representativo que os outros.
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Figura 4.19

Autovalores em ordem decrescente de magnitude obtido da matriz de covariancia das coordenadas dos dtomos N,
Cq e C (“backbone”) do peptideo (42 dtomos no total) versus o indice dos dez primeiros autovetores. A trajetéria

de equilibrio em preto, e a ‘trajetéria’ das estruturas de ressonancia em vermelho.

As projecdes das coordenadas das componentes principais no espaco conformacional
das duas trajetérias estdo mostradas na figura 4.19. Em preto a dindmica da hélice-a, e em
vermelho as estruturas de ressonincia. Vale ressaltar que valores das componentes da
simulacio e de RMN estdo bem proximas, significando que a nossa estrutura tem oS
movimentos principais similar aos das estruturas nativas. Isto pode ser observado mais
claramente na figura 4.21, onde a trajetdria foi filtrada na primeira componente principal.
Apresentando o “backbone” do peptideo como “fotografias” desse movimento, e logo abaixo

mostrando o “backbone” das estruturas obtidas experimentalmente fitadas uma a uma.

47



T T T T T | T |
0.6 < helice] |
| . + NMR| |
04— —
) 0,2 — . ’ —

5 Lt . . .
C\Il B -n M 7
AP S R

E o - ) ‘-; .5 aa i —
0,21 ' —
04— . _

1 | 1 | | | | 1 |

04 0,2 0 0,2 0,44 0,6 0.8
PC -1 (nm)
Figura 4.20

Segunda componente principal em funcio da primeira, para as trajetdérias de equilibrio e de ressonancia. Em preto

a trajetdria de equilibrio, e em vermelho a trajetdria de ressonancia.
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Figura 4.21
Acima, o “backbone” da dinamica da estabilidade da hélice filtrada apenas na primeira componente principal e

desta transformada em imagens e depois fitadas. Em baixo, o “backbone” das estruturas de ressondncia fitados.

Finalmente, o mapa de superficie de energia para a simulagdo de equilibrio identificado
com uma estrutura de ressondncia e cinco hélices no minimo de energia. Perceba que os
minimos estdo ao longo da primeira componente principal, que € o movimento mais

representativo, enquanto que a variacdo fica em torno do segundo PC.
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Figura 4.22
Mapa de superficie da energia livre em fung¢do de duas componentes principais do sistema para a trajetéria de

equilibrio. A barra de cores ao lado de cada figura € a escala da energia relativa em KJ/mol, e PC’s estdo em nm.
Cinco estruturas de “backbone” foram identificadas: A) a PC-1 e PC-2 ~(-0,18nm; 0,01nm); B) a PC-1 e PC-2 ~(
-0.13nm; -0.01nm) de uma estrutura de ressonéancia (11* da tabela 4.2); C) a PC-1 e PC-2 ~(-0,03nm; -0,11nm); D)
a PC-1 e PC-2 ~(-0,02nm; 0,09nm); E) a PC-1 e PC-2 ~(-0,14nm; 0,14nm); F) a PC-1 e PC-2 ~(-0,14nm;
-0,31nm).
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5. Conclusao

O principal objetivo deste trabalho era a estruturacio do EMP-AF na presenga de TFE-
dgua 30:70 (v/v), j4 que dados de RMN mostravam uma conformacao helicoidal (Sforga et al,
2004) nessa propor¢do. A partir de uma estrutura aleatéria, e com um método de dindmica
molecular que ndo é exatamente de equilibrio, pois a cada intervalo de tempo fixo, 2ps no
nosso caso, era possivel trocar conformacdes em processadores vizinhos, com temperaturas
proximas, num total de 14 réplicas do sistema, obteve-se a conformagdo esperada em vdrios
instantes. A superposicdo da hélice obtida com estruturas de RMN mostra boa concordancia,
com desvios relativamente baixos. Outras estruturas, com relativa estabilidade, também foram
obtidas, como mostradas nos grificos de padrdo de estrutura secundaria (figuras 4.3 a 4.7).
Projetando-se as trajetorias nas duas componentes principais (PC-1, PC-2) mais relevantes,
obteve-se a superficie de energia livre, que mostra um espaco conformacional amplo, conforme
mostra a figura 4.16, onde alguns minimos séo identificados, como a folha-B, a hélice-a, e
parte de hélice formada. A simulacido de equilibrio da hélice mostra relativa estabilidade da
estrutura helicoidal. As flutuagées mais significativas dessa simulagio sdo compativeis com a
diversidade de estruturas de RMN disponiveis experimentalmente. Quando a trajetéria de
equilibrio da hélice é projetada na primeira componente principal, as estruturas mostram uma
variacdo conformacional no N-terminal (figura 4.21 superior) muito semelhante as estruturas de
ressonancia (figura 4.21 inferior). Essa concordancia visual pode ser vista mais precisamente
no mapa de superficie de energia livre, figura 4.22, através da proximidade dos dois minimos
correspondentes a estrutura de RMN e da hélice obtida pela simulacdo. Os mininos, na figura
4.22, estdo mais espalhados ao longo de PC-2 (na vertical), indicando flutua¢des menores ao
longo da componente principal mais relevante PC-1.

Portanto, trés resultados se destacam esse trabalho: (1) o enovelamento do peptideo foi
obtido com boa concordincia com dados de RMN, (2) a diversidade das estruturas de RMN se
deve a flutuacdes globais da cadeia, como indicado pela andlise de componentes principais da
simulacdo que reproduziu de forma muito semelhante a variedade de estruturas experimentais,
e por dltimo (3) como as estruturas de RMN estdo espalhadas ao longo de PC-1 sugerimos que
isso se deve as diferentes formas do N-terminal. Nas simula¢des o “backbone” mostra
flutuagdes que por sua vez estio representados ao longo de PC-2. E provivel que os pontos em

vermelho da figura 4.20 sejam uma média dos minimos ao longo da vertical.
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7. Apéndice A

Anadlise do tamanho da caixa e do peptideo
Para provarmos que ndo existe artefato vamos comparar a distincia end-to-end do
peptideo com a dimensdo da caixa cubica e o raio de corte. O tamanho da caixa é de 4,5nm
para cada face, a mdxima distancia entre o nitrogénio da isoleucina 1 (dtomo 1) e o hidrogénio

da amida (dtomo 137) é de 2,9nm de acordo com o grafico abaixo obtido pelo g_dist.

Distancia calculada entre os centro de massa do 1° e do dltimo (137°) dtomo do peptideo ao longo da dindmica,
referente a temperatura 288K. A mdxima distancia entre esses centros € de aproximadamente 2,9nm e a média

dessa distancia é 1,40nm.

Considere a figura abaixo como uma representacdo do sistema quando o peptideo
assume a conformacgdo de maxima distancia entre os extremos dtomos, em azul o peptideo, em
vermelho as dguas, e o peptideo pontilhado sua imagem. A distincia entre a borda e N-terminal
(d1), e o C-terminal e a borda (d2 ) é de 1,6nm (4,5 — 2,9 = 1,6 = d1 + d2). Como o raio de
corte é 1,4nm, a distdncia entre o raio de corte e a imagem do peptideo (dr) € de 0,2nm.

Contudo, teremos que analisar a 4gua nessa distancia, se ela é bulk.
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Representacdo de uma caixa ctbica em simula¢do de Dinadmica Molecular. Em azul, o peptideo — linha continua, a

sua imagem — linha tracejada, e em vermelho a dgua.

Para isso vamos calcular a funcdo distribuicdo radial oxigénio-oxigénio da dgua SPC,
tanto no tempo total como no tempo referente a méxima distancia “end-to-end” e compararmos
com o grafico abaixo e com o mesmo calculo feito para a caixa termalizada com TFE-4dgua de

precisdo simples e dupla.
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Funcao distribugdo radial goo(r) para oxigénio-oxigénio da dgua — SPC (GROMACS manual).
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o

Funcdo distribuigdo radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a trajetdria referente a temperatura 288K.
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Funcio distribuicdo radial goo(r) oxigénio-oxigénio da caixa TFE-dgua.
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Funcio distribuicdo radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a trajetéria ordenada referente a temperatura 288K no

tempo 42200ps (frame 2780), quando a distancia “end-to-end” é maxima — 2.9nm.

Funcdo distribuicdo radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua, em preto precisdo dupla, em vermelho

precisdo simples e em verde trajetdria referente a temperatura 288K.

60



Fungdo distribui¢do radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua, em preto precisdo dupla, em vermelho

precisdo simples e em verde trajetdria no tempo total referente a temperatura 288K, de 0 a 0,5nm.

Fungao distribui¢do radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua, em preto precisdo dupla, em vermelho

precisao simples e em verde trajetdria referente a temperatura 288K, de 1,0 a 1,5nm.

Fungdo distribui¢do radial goo(r) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua, em preto precisdo dupla, em vermelho

precisdo simples e em verde trajetéria referente a temperatura 288K de 1,5 a 2,25nm.
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Curva de RIN (Run Integration Number) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua referente a trajetéria da

temperatura 288K.

Ticm)

Curva de RIN (Run Integration Number) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua.

Curva de RIN (Run Integration Number) oxigénio-oxigénio para a caixa TFE-dgua.

Em preto a trajetéria ordenada referente a 288K, em vermelho precisdo dupla, e em verde precisdo simples.
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