
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Ű UNESP

Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas

Campus de São José do Rio Preto

RAFAEL GIORDANO VIEGAS

EXPLORANDO O RELEVO DA SUPERFÍCIE DE ENERGIA

DE MACROMOLÉCULAS BIOLÓGICAS

São José do Rio Preto

2025



RAFAEL GIORDANO VIEGAS

EXPLORANDO O RELEVO DA SUPERFÍCIE DE ENERGIA
DE MACROMOLÉCULAS BIOLÓGICAS

Tese apresentada à Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto
de Biociências, Letras e Ciências
Exatas, São José do Rio Preto, para
obtenção do título de Doutor em
Biofísica Molecular.

Área de Concentração: Biofísica
Molecular

Orientador: Prof. Dr. Vitor Barbanti
Pereira Leite

São José do Rio Preto

2025



V656e

Viegas, Rafael Giordano

    Explorando o relevo da superfície de energia de macromoléculas

biológicas / Rafael Giordano Viegas. -- São José do Rio Preto, 2025

    150 f. : il., tabs.

    Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Instituto de Biociências Letras e Ciências Exatas, São José do Rio

Preto

    Orientador: Vitor Barbanti Pereira Leite

    1. Biofísica Molecular. 2. Enovelamento de biomoléculas. 3.

Redução de dimensionalidade. I. Título.

Sistema de geração automática de fichas catalográficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



RAFAEL GIORDANO VIEGAS

EXPLORANDO O RELEVO DA SUPERFÍCIE DE ENERGIA
DE MACROMOLÉCULAS BIOLÓGICAS

Tese apresentada à Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de
Biociências, Letras e Ciências Exatas, São José do Rio Preto, para obtenção
do título de Doutor em Biofísica Molecular.

Área de Concentração: Biofísica Molecular

Data da defesa: 13/05/2025

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Vitor Barbanti Pereira Leite
UNESP - Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas, Campus São
José do Rio Preto
Orientador

Prof. Dr. Jorge Chahine
UNESP - Campus São José do Rio Preto

Prof. Dr. Leandro Martinez
Universidade Estadual de Campinas

Prof. Dr. Ronaldo Junio de Oliveira
Universidade Federal do Triângulo Mineiro

Profa. Dra. Thereza A. Soares
Universidade de São Paulo - Câmpus Ribeirão Preto



Aos meus filhos,

Joaquim e Heloísa



AGRADECIMENTOS

Ao Instituto Federal de São Paulo (IFSP), expresso meu reconhecimento e gratidão

por me conceder a oportunidade de me dedicar integralmente a este projeto de doutorado.

Aos meus pais, José Milton e Mariza, e à minha irmã Taisa, que são a base sólida

da minha carreira e da minha vida, expresso minha gratidão pelo apoio constante em cada

etapa.

À minha esposa, Suelen, que me acompanhou desde os primeiros anos da graduação,

pelo apoio, carinho e compreensão durante todo o processo que resultou na retomada da

pesquisa e elaboração desta tese. Ao meu filho, Joaquim, pelo aprendizado que proporciona

e pela paciência nos momentos de maior dedicação. À minha filha, Heloísa, que chegou

para tornar a parte final deste projeto mais feliz.

A todos os professores e servidores do IFSP/Catanduva, pela convivência e apoio

ao longo desta jornada. Em especial, agradeço àqueles que estiveram mais próximos e

contribuíram direta ou indiretamente com este trabalho, seja por meio de conselhos ou

discussões. Destaco o professor Osmair de Oliveira, por ter me proporcionado os conheci-

mentos e a estrutura necessários para retomar as pesquisas em simulação computacional.

Expresso também minha gratidão ao Guilherme Prata, pela amizade e por manter vivos e

em constante expansão os projetos que desenvolvemos juntos.

Aos amigos que me acompanharam durante a jornada acadêmica e não deixaram

de incentivar a realização deste projeto, em especial, Rodrigo Euzébio e Marcelo Boareto.

Aos professores da Unesp e do programa de pós-graduação, pelo conhecimento

compartilhado e pelas oportunidades proporcionadas desde a graduação até este doutorado.

Em especial, agradeço aos professores Sidney Jurado e Jorge Chahine, que avaliaram parte

deste trabalho durante o exame de qualificação e forneceram valiosos comentários.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Vitor Leite, pela excepcional recepção em seu grupo,

pelos projetos e por todo o entusiasmo científico compartilhados. Aos membros do grupo

Ingrid, Murilo, Juliana, Larissa, Fernando, Antonio, Vinícius Contessoto e Vinícius de

Oliveira, meu muito obrigado pela boa convivência e pelas colaborações.

Por fim, agradeço aos pesquisadores que colaboraram com nosso grupo e contri-

buíram para etapas importantes descritas nesta tese: Angel Garcia, Alan Chen, Rodrigo

Parra, Peter Wolynes, José Onuchic, Diego Ferreiro, Alexandre Suman, Sonya Hanson,

Richard Lindsay, Hao Wu, Garegin Papoian, Susmita Roy, Anushree Sinha, Avijit Mainan,

Jennifer Simien, Ellinor Haglund, Fernando Paulovich e Karissa Sanbonmatsu.

Meu sincero obrigado a todos!



[...]

Também se chamava estrada

viagem de ventania.

L. Borges., M. Borges, M. Nascimento.



RESUMO

A teoria da superfície de energia surgiu nas últimas décadas como um paradigma fun-

damental para compreender processos moleculares complexos, como o enovelamento de

proteínas e RNAs. Segundo essa teoria, a dinâmica conformacional das biomoléculas é

guiada por superfícies de energia que vão desde funis suaves, típicos de proteínas globu-

lares, até superfícies rugosas com múltiplos mínimos locais, características de proteínas

desordenadas. No entanto, a caracterização e visualização detalhada dessas superfícies de

energia representam um desafio significativo devido à complexidade e multidimensionali-

dade dos sistemas biomoleculares. Nesta tese, busca-se generalizar e detalhar o Energy

Landscape Visualization Method (ELViM), um método desenvolvido para gerar represen-

tações intuitivas e de baixa dimensão das superfícies de energia, facilitando a análise de

trajetórias moleculares e ensembles conformacionais. Inicialmente, apresenta-se um novo

código Python para o ELViM, avaliando seu espaço de parâmetros e sua reprodutibilidade

com dados do peptídeo MP1. Em seguida, aplica-se o ELViM para analisar o enovela-

mento de RNAs (tetra-alça GCAA e ribocomutador SAM-II), demonstrando a eficácia do

método em agrupar estruturas similares — não apenas em relação à cadeia principal de

açúcar-fosfato, mas também quanto à orientação das bases. Além disso, mostra-se que a

superfície efetiva gerada pelo ELViM permite identificar ensembles de estados de transição,

caracterizados pelas interações das nucleobases. Também foram investigados ensembles

estruturais de proteínas intrinsecamente desordenadas (histonas H1 e H4, além de dados

do repositório Protein Ensemble Database), demonstrando como o método pode ser em-

pregado em análises conformacionais diferenciais e na caracterização da heterogeneidade

conformacional desses sistemas. Por fim, foram analisadas as dinâmicas dos peptídeos

antimicrobianos MP1 e H-MP1 em solução aquosa e na presença de membranas modelo,

revelando diferenças conformacionais que podem influenciar a afinidade dos peptídeos

pela membrana e a cinética de adsorção. Os resultados demonstram que o ELViM gera

representações robustas e intuitivas para sistemas variados, possibilitando a identificação

de mecanismos moleculares não discerníveis por métodos convencionais, abrindo novas

perspectivas para a caracterização do relevo da superfície de energia de biomoléculas.

Palavras-chave: ELViM; relevo energético; projeção multidimensional; enovelamento de

biomoléculas; dinâmica conformacional.



ABSTRACT

The energy landscape theory has emerged over recent decades as a foundational paradigm

for understanding complex molecular processes, such as protein and RNA folding. Accord-

ing to this framework, the conformational dynamics of biomolecules are guided by energy

surfaces that range from smooth funnels, typical of globular proteins, to rugged landscapes

with multiple local minima, characteristic of intrinsically disordered proteins. Nonetheless,

the detailed characterization and visualization of these energy surfaces remain signifi-

cant challenges due to the inherent complexity and high dimensionality of biomolecular

systems. This thesis aims to generalize and refine the Energy Landscape Visualization

Method (ELViM), a technique developed to produce intuitive, low-dimensional represen-

tations of energy landscapes, thereby facilitating the analysis of molecular trajectories

and conformational ensembles. A new Python implementation of ELViM is introduced

and evaluated in terms of its parameter space and reproducibility, using data from the

MP1 peptide. The method is then applied to study RNA folding (specifically, the GCAA

tetra-loop and SAM-II riboswitch), demonstrating its effectiveness in clustering structurally

similar conformations — considering not only the sugar-phosphate backbone but also

base orientation. The effective surfaces generated by ELViM enabled the identification of

transition state ensembles, characterized by nucleobase interactions. Structural ensembles

of intrinsically disordered proteins (histones H1 and H4, along with data from the Protein

Ensemble Database) were also analyzed, illustrating the method’s utility in differential

conformational analysis and in characterizing the conformational heterogeneity inherent

to these systems. Finally, the conformational dynamics of the antimicrobial peptides MP1

and H-MP1 were investigated in aqueous solution and in the presence of model membranes,

revealing differences that may influence their affinity and adsorption kinetics. Overall, the

results demonstrate that ELViM provides robust and insightful representations across a

variety of systems, enabling the identification of molecular mechanisms that are not readily

accessible through conventional approaches and offering new perspectives for exploring

the biomolecular energy landscape.

Keywords: ELViM; energy landscape; multidimensional projection; biomolecular folding;

conformational dynamics.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 O ENOVELAMENTO DE PROTEÍNAS E A TEORIA DA SUPERFÍCIE DE

ENERGIA

Mais de cinquenta anos se passaram desde que Anfinsen demonstrou experimental-

mente que a ribonuclease pancreática bovina (RNase A), após ser desnaturada por agentes

químicos, retorna ao seu estado nativo quando restabelecidas as condições fisiológicas, sem

necessidade de catalisadores ou outros fatores celulares (1). Essa descoberta indicou que a

sequência de aminoácidos contém todas as informações necessárias para a formação de

uma proteína funcional. Com base nisso, Anfinsen formulou a hipótese termodinâmica,

segundo a qual a estrutura tridimensional nativa corresponde a um mínimo da energia

livre de Gibbs do sistema (2). Desde então, a elucidação do mecanismo físico-químico do

enovelamento proteico se consolidou como um dos maiores desafios da ciência teórica de

proteínas, sendo amplamente investigado até os dias atuais.

Cyrus Levinthal logo percebeu que, devido ao grande número de graus de liberdade,

a cadeia polipeptídica poderia assumir um imenso número de conformações, não havendo

tempo viável para a proteína realizar uma busca aleatória pela conformação mais estável

(3,4). Esse fato, conhecido como paradoxo de Levinthal, o levou a propor que o enovelamento

deveria seguir um caminho cinético preferencial, caracterizado por uma sequência específica

de eventos que culminassem no estado nativo (4). Atraídos por esta hipótese, muitos

estudos foram realizados nas décadas seguintes em busca de estados intermediários (5–7).

Por outro lado, a descoberta de proteínas que enovelam de forma “tudo ou nada” sugeria

um mecanismo de dois estados, caracterizado pela ausência de estado intermediário (8).

No final da década de 1980, uma nova concepção para o processo de enovelamento

proteico emergiu a partir dos trabalhos realizados, principalmente, pelos grupos de J. N.

Onuchic e P. G. Wolynes, culminando na formulação da Teoria da Superfície de Energia

para o enovelamento de proteínas (ELT, do inglês Energy Landscape Theory) (5,9–11). Essa

abordagem foi elaborada com base em modelos de física estatística de cadeias poliméricas,

na teoria dos vidros de spin (spin glasses) e em resultados de simulações computacionais

(10–12). Em suma, a ELT postula que, ao invés de uma busca aleatória, o processo de

enovelamento é guiado por uma superfície de energia cujo gradiente direciona o sistema

para o estado nativo.

Sob essa perspectiva, conhecida como funil de enovelamento (10), a proteína alcança

o estado nativo não por uma via única, caracterizada por estados intermediários específicos,

mas por um processo de difusão sobre o relevo da superfície de energia, no qual ensembles

de estados com energias livres progressivamente menores convergem em direção ao estado
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nativo (11,13). Desse modo, os estados desnaturados, que são numerosos e apresentam

alta entropia configuracional, ocupam o topo do funil. À medida que a cadeia se compacta,

ocorrendo a formação de contatos nativos e interações hidrofóbicas, o número de conforma-

ções possíveis diminui rapidamente até atingir um pequeno ensemble que define o estado

nativo. Um esquema bidimensional representando o funil de enovelamento é apresentado

na Figura 1, para o caso de uma proteína com estado nativo bem definido. Ressalta-se, no

entanto, que o funil de enovelamento corresponde a uma superfície multidimensional, em

que um eixo representa a energia livre do sistema e os demais eixos descrevem os diferentes

graus de liberdade internos que caracterizam o espaço configuracional molecular.

Figura 1 – Representação do funil de enovelamento. Um grande número de estados desna-
turados, com alta entropia configuracional ocupa a porção superior do funil.
À medida que contatos presentes na estrutura nativa se formam, o número
de estados conformacionais possíveis diminui, afunilando-se para um pequeno
ensemble definindo o estado nativo. Devido a frustações energéticas e topológi-
cas, o funil pode apresentar topografia rugosa, marcada por diversos mínimos
locais. Alguns desses mínimos podem ser profundos, formando armadilhas
cinéticas que podem armadilhar a proteína em estados metaestáveis ou com
enovelamento errôneo.

Entropia

E
n
er

g
ia

 L
iv

re

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A ELT fornece um panorama através do qual é possível conciliar teoria e experi-

mento. O aparente paradoxo de Levinthal tem origem na hipótese de que todos os estados,

exceto o enovelado, possuem a mesma probabilidade de ocorrer, o que corresponderia a um

funil de enovelamento em formato de campo de golfe (10,12,13). Contudo, as interações

entre os resíduos de aminoácidos, as interações com o solvente e os efeitos topológicos,

incluindo o volume excluído, conferem energias livres distintas aos estados conformacionais.
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Adicionalmente, Bryngelson e Wolynes (9) demonstraram, através do estudo de random

energy models, que heteropolímeros aleatórios exibem comportamentos similares aos dos

vidros de spin, evidenciando a frustração energética, definida como a impossibilidade de se

minimizar cada uma das interações simultaneamente.

Como consequência, a superfície de energia desses sistemas deve ser rugosa, com a

existência de mínimos locais e barreiras de energia capazes de influenciar a cinética de

enovelamento (9,12,14). Postula-se, no entanto, que as proteínas possuem sequências de

aminoácidos selecionadas sob pressão evolutiva, resultando em uma superfície de energia

minimamente frustrada, com um viés energético forte em sentido ao estado nativo (14,15).

Assim, a ELT é capaz de descrever desde proteínas que se enovelam rapidamente, descritas

por relevos de energia afunilados e minimamente frustrados, até processos de enovelamento

complexos, descritos por superfícies rugosas com maior nível de frustração.

Esse panorama fornecido pela ELT pode ainda ser estendido para outros sistemas,

como o enovelamento de RNAs e a dinâmica conformacional das Proteínas Intrinsicamente

Desordenadas (IDPs, do inglês Intrinsically Disordered Proteins) (16–19). As moléculas de

RNA possuem um enovelamento hierárquico, que se inicia com a estabilização da estrutura

secundária, seguida pela formação de interações terciárias. As interações intrínsecas entre as

nucleobases conferem ao RNA um relevo energético complexo, caracterizado por múltiplos

mínimos locais e diversas trajetórias de enovelamento, incluindo a possibilidade de formação

de estruturas alternativas (16, 20). De modo semelhante, as IDPs, caracterizadas pela

alta plasticidade estrutural e ausência de estado nativo, são descritas por uma paisagem

energética mais plana, com múltiplos mínimos separados por pequenas barreiras de energia,

permitindo-lhes transitar entre múltiplas conformações (17,19). Por outro lado, o relevo

energético de alguns sistemas pode apresentar mínimos locais profundos, que podem

estar relacionados a armadilhas cinéticas e estados metaestáveis. Esses estados podem

aprisionar as proteínas em conformações errôneas, levando à formação de agregados

proteicos associados ao surgimento de patologias (21,22).

Apesar do sucesso da ELT, o caráter multidimensional do funil de enovelamento

dificulta o desenvolvimento de técnicas de visualização e caracterização dessa superfície.

Uma abordagem comum consiste na adoção de coordenadas de reação definidas a priori,

que descrevem o progresso do enovelamento sobre a superfície de energia. Dentre elas,

destacam-se a similaridade ao estado nativo (Qw) (23) e a fração de contatos nativos (Q)

(24). Outros parâmetros de ordem — como o raio de giração (Rg), distância ponta-à-ponta,

conteúdo de hélice-α/folha-β e até mesmo distâncias específicas entre átomos ou resíduos

de interesse — também são comumente utilizados. Embora essa abordagem permita

descrever a cinética e obter propriedades termodinâmicas a partir de um conjunto limitado

de parâmetros, não existem regras definitivas para a seleção de um conjunto apropriado

(23, 25). Além disso, essa escolha pode simplificar excessivamente a representação do
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sistema, ocultando detalhes relevantes do relevo de energia.

Uma abordagem alternativa consiste no uso de técnicas de redução de dimensionali-

dade, que projetam a superfície multidimensional em coordenadas efetivas. Diferentemente

das coordenadas de reação — que exigem a seleção prévia de parâmetros específicos —

essas técnicas buscam identificar automaticamente coordenadas intrínsecas que melhor

capturam a variação dos dados. Na próxima seção, são apresentadas algumas dessas

técnicas e suas aplicações a sistemas moleculares.

1.2 PROJEÇÃO MULTIDIMENSIONAL

Técnicas de redução de dimensionalidade (DR, do inglês Dimensionality Reduction)

buscam projetar um espaço original de alta dimensão em um espaço de dimensões reduzidas.

Quando o objetivo é a visualização dos dados, o espaço reduzido, também denominado

espaço visual, é limitado a três dimensões e o procedimento conhecido como Projeção

Multidimensional (MP, do inglês Multidimensional Projection). Esses métodos partem da

premissa de que é possível manter as informações mais relevantes do sistema no espaço de

baixa dimensão, eliminando informações ruidosas ou redundantes (26,27). Especificamente,

técnicas de DR podem ser desenvolvidas para preservar no espaço de baixa dimensão, por

exemplo, relações de distâncias entre pares de dados ou relações de vizinhança.

Para ilustrar a natureza multidimensional do espaço de fases conformacional

de uma macromolécula, considere um ensemble de conformações obtido por simulação

computacional, no qual os graus de liberdade internos da cadeia polipeptídica são descritos

pelas coordenadas dos carbonos alfa. Para uma proteína com N aminoácidos, existem 3N

graus de liberdade, que se reduzem a 3N − 6 ao eliminar os movimentos de translação

e rotação, fixando o centro de massa na origem e sobrepondo as conformações a uma

estrutura de referência. Desse modo, cada conformação amostrada corresponde a um ponto

nesse espaço de alta dimensão, cuja posição é descrita por um vetor de dimensão 3N − 6.

As restrições bioquímicas, como ligações químicas e impedimentos estéricos, e movimentos

correlacionados dos átomos podem ainda reduzir o número de graus de liberdade efetivos.

No entanto, a topologia da superfície de energia multidimensional varia entre sistemas

e não é conhecida a priori. A aplicação de técnicas de MP a sistemas biomoleculares

procura gerar um espaço reduzido, com duas ou três dimensões efetivas, de modo que

cada conformação seja representada por um ponto e que as informações relevantes sobre o

sistema sejam preservadas.

Entre os métodos de redução de dimensionalidade, a Análise de Componentes

Principais (PCA, do inglês Principal Component Analysis) é uma das técnicas mais

amplamente utilizadas (28–30). Dado um conjunto de dados, a PCA determina as direções

principais — conhecidas como componentes principais — ao longo das quais a variabilidade

dos dados é maximizada, garantindo que sua projeção nessas direções minimize a perda
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de informação. Esquematicamente, considere uma matriz de dados Anm, em que cada

uma das n linhas representa uma amostra (ou instância), e cada uma das m colunas

corresponde a um atributo (ou coordenada) dessa amostra no espaço de alta dimensão.

Inicialmente, os dados são centralizados subtraindo-se a média de cada coluna. Em seguida,

calcula-se a matriz de covariância dos dados, que é diagonalizada para se obter seus

autovalores e autovetores. Cada autovetor indica a direção de uma componente principal, e

o autovalor associado corresponde à variância dos dados nessa direção. Um esquema desse

procedimento é ilustrado, para o caso bidimensional, na Figura 2.a. Por fim, se apenas

um pequeno número desses autovalores representar uma fração significativa da variância

total, a dimensionalidade do sistema pode ser reduzida projetando os dados ao longo dos

respectivos autovetores.

Em um trabalho seminal, García e colaboradores mostraram que essa técnica

poderia ser empregada na análise de mudanças conformacionais, ou movimentos coletivos,

da proteína crambina (31). A projeção dos movimentos atômicos ao longo das componentes

principais revela movimentos correlacionados de baixa frequência e altas amplitudes, que

ficaram conhecidos como dinâmica essencial e podem estar relacionados aos movimentos

funcionais de proteínas (32). Em sistemas biomoleculares, os atributos utilizados nessa

análise geralmente incluem as coordenadas cartesianas dos átomos, os ângulos diedrais

ou conjuntos de distâncias internas (30). Recentemente, a técnica tem sido amplamente

utilizada para caracterizar o relevo energético amostrado em simulações moleculares,

analisar a dinâmica essencial, identificar estados estáveis e metaestáveis, dentre outros

(30,33–35).

Outra classe relevante de técnicas de redução de dimensionalidade é o escalona-

mento multidimensional (MDS, do inglês Multidimensional Scaling) (37,38). O MDS visa

representar relações de dissimilaridade entre objetos (ou instâncias), projetando-os em um

espaço de menor dimensão. Diferentemente da PCA, que busca maximizar a variância dos

dados projetando-os em componentes ortogonais, o MDS concentra-se em preservar, com

a maior fidelidade possível, as dissimilaridades originais entre os dados.

As técnicas de MDS foram inicialmente desenvolvidas nas áreas de psicofísica e

análise sensorial, com o objetivo de representar visualmente estímulos em um espaço de

baixa dimensionalidade, a partir das dissimilaridades percebidas entre eles (39, 40). No

MDS, utiliza-se uma matriz quadrada e simétrica Ann, na qual n representa o número

de objetos, e os elementos correspondem às medidas de dissimilaridade entre os pares.

Dessa forma, o método permite obter uma representação dos objetos em um espaço de

baixa dimensionalidade que preserva, o melhor possível, as relações de dissimilaridade,

sem exigir, em geral, o conhecimento prévio de suas coordenadas no espaço original de alta

dimensão — embora algumas medidas de dissimilaridade, como as baseadas em distâncias

geométricas, possam requerer essas coordenadas para serem estimadas.
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Figura 2 – Análise de Componentes Principais (PCA) e Escalonamento Multidimensional
(MDS). (a) No PCA, parte-se de uma matriz de dados (ou atributos), na qual
cada linha representa uma instância e cada coluna, um atributo ou coordenada.
As componentes principais indicam as direções de maior variância nos dados.
(b) No MDS, parte-se de uma matriz de distâncias (ou dissimilaridades) e os
pontos são distribuídos no plano de forma a preservar, de maneira otimizada,
as relações de distância entre eles. Nestes exemplos, as coordenadas e distâncias
foram geradas aleatoriamente, e tanto o PCA quanto o MDS foram realizados
utilizando a biblioteca scikit-learn (36).

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O MDS clássico posiciona cada instância em um espaço de menor dimensão de

modo que a distância euclidiana entre os pares de pontos nesse espaço corresponda, da

maneira mais precisa possível, à dissimilaridade original entre os objetos. Para alcançar

esse objetivo, o método minimiza uma função perda (ou função custo), frequentemente

definida pelo erro quadrático entre as dissimilaridades originais e as distâncias no espaço

de baixa dimensão (38):

L =
∑

i<j

(δi,j − dij)
2. (1.1)

Nesta equação, δi,j representa a dissimilaridade entre os objetos i e j no espaço original de

alta dimensão, enquanto di,j denota a distância euclidiana entre esses mesmos pontos no
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espaço reduzido. Ao minimizar L, o MDS busca encontrar uma configuração de pontos

que preserve, da melhor forma possível, a estrutura de dissimilaridades dos dados originais.

Um esquema desse método é apresentado na Figura 2.b. As coordenadas absolutas dos

pontos não possuem significado intrínseco nesse método, permitindo que os eixos sejam

omitidos ou substituídos por circunferências de referência (26).

A aplicação do MDS em sistemas biomoleculares exige a construção de uma matriz

de distâncias entre todas as conformações de uma trajetória. Frequentemente, essa matriz

é baseada no RMSD entre pares de conformações. Apesar da interpretação intuitiva do

RMSD, essa abordagem depende do alinhamento estrutural, o qual pode ser problemático

ao analisar conformações muito distintas, como em trajetórias de enovelamento (41).

Alternativamente, medidas de similaridade que dispensam alinhamento prévio, como o

dRMSD (42, 43), podem ser utilizadas, embora sejam menos exploradas. Exemplos de

aplicação do MDS a sistemas moleculares visam reconstruir o espaço conformacional

de biomoléculas, agrupar estruturas similares e caracterizar ensembles conformacionais

(44–47).

Um ponto a ser considerado é que tanto o PCA quanto o MDS clássico são métodos

lineares, o que pode limitar sua capacidade de capturar relações não lineares entre os

atributos dos dados. Diversas técnicas não lineares foram propostas para superar essas

limitações, como o Isomap (48), Diffusion Maps (49), t-SNE (50), UMAP (51) e Sketch-

map (52). Além disso, algumas abordagens têm explorado o uso de aprendizado de máquina

e deep learning para reduzir a dimensionalidade ou gerar visualizações, como no caso do

EncoderMap (53). Uma revisão e uma análise comparativa desses métodos podem ser

encontradas, assim como suas aplicações na área de simulação molecular, nas seguintes

referências (41,52,54).

Nos últimos anos, nosso grupo vem desenvolvendo uma abordagem alternativa

denominada Energy Landscape Visualization Method (ELViM) (55,56). O ELViM é um

método de projeção multidimensional não linear, que foi desenvolvido especificamente para

mapear o relevo da superfície de energia de proteínas. Esse método utiliza uma métrica

de similaridade cuja forma funcional se baseia em um parâmetro de ordem para vidros

de spin e foi posteriormente utilizada em potenciais de memória associativa (associative

memory potentials) (57) e na coordenada de reação Qw (23). O ELViM gera uma projeção

multidimensional, semelhante ao MDS, preservando no plano, tanto quanto possível, a

similaridade estrutural estimada por essa métrica. Para isso, o método Force Scheme (58)

foi escolhido por seu bom equilíbrio entre eficácia e custo computacional.

O ELViM tem se mostrado um método promissor, capaz de mapear o espaço

conformacional de proteínas de forma que parâmetros de ordem ou coordenadas de reação

usuais variem, em média, suavemente ao longo do espaço efetivo projetado. Notavelmente,

esse espaço se relaciona visualmente à concepção de funil de enovelamento, o que pode ser
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ressaltado ao utilizar, por exemplo, a energia potencial das conformações em um terceiro

eixo (56). Essa característica distingue o ELViM de outros métodos de MP, pois fornece

uma interpretação intuitiva e facilita a identificação de agrupamentos estruturais (clusters)

e relações de vizinhança entre eles (56,59,60).

Esta tese apresenta uma nova implementação do ELViM, com o objetivo de aumentar

a eficiência computacional e integrar todas as etapas do método em um único código escrito

em Python. São analisados os efeitos da escolha dos parâmetros sobre o resultado final,

bem como sua influência na reprodutibilidade e na qualidade da projeção. O método é

então aplicado a diferentes biomoléculas, com distintos níveis de complexidade, explorando

aspectos metodológicos e biofísicos específicos de cada sistema.

A aplicação do ELViM a diferentes sistemas biomoleculares, como peptídeos, RNAs

e proteínas intrinsecamente desordenadas, permite investigar seus espaços conformacionais,

descrever preferências estruturais e identificar ensembles de estado de transição. O método

também é empregado na construção de um espaço de fase efetivo único, capaz de englobar

ensembles gerados por diferentes metodologias, incluindo variantes com mutações ou

distintos padrões de acetilação. Essa abordagem viabiliza uma análise conformacional

diferencial, apta a capturar particularidades na composição de cada ensemble, possivelmente

relacionadas a propriedades funcionais dos sistemas biológicos. A aplicabilidade do ELViM

é explorada em diferentes contextos, abrangendo simulações de dinâmica molecular e

ensembles estruturais provenientes de repositórios públicos, o que evidencia a robustez e a

versatilidade da metodologia proposta.

1.3 OBJETIVO E ORGANIZAÇÃO DO TRABALHO

O objetivo desta tese é reformular e generalizar o método ELViM, desenvolver

novas ferramentas de análise e aplicá-lo a sistemas biomoleculares com diferentes níveis de

complexidade. O foco principal está na análise de ensembles conformacionais obtidos a

partir de simulações de dinâmica molecular ou disponibilizados por repositórios públicos.

As simulações analisadas foram conduzidas por colaboradores de diferentes grupos de

pesquisa, sendo a presente investigação centrada na aplicação e interpretação dos dados

por meio do ELViM.

O Capítulo 2 apresenta a metodologia de análise utilizada ao longo da tese, incluindo

o algoritmo ELViM e ferramentas complementares, como a fração de contatos nativos, a

estimativa de densidade por núcleo e o cálculo de energia livre.

O Capítulo 3, baseado em artigo publicado no Journal of Chemical Information

and Modeling (JCIM) (61), descreve a reformulação do ELViM, agora implementado em

um único código Python. Essa nova versão oferece maior flexibilidade na entrada de dados

e ganhos expressivos em eficiência computacional. Também é introduzida a “Assinatura
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Conformacional Local” (LCS, do inglês Local Conformational Signature), uma ferramenta

de visualização empregada nas análises subsequentes. Como exemplo de aplicação, é

analisada uma trajetória de dinâmica molecular do peptídeo antimicrobiano MP1, com

ênfase na exploração de parâmetros e na avaliação da reprodutibilidade do método.

A aplicabilidade do ELViM é explorada em diferentes classes de sistemas biomole-

culares. O Capítulo 4 apresenta sua aplicação no estudo do enovelamento de moléculas

de RNA. A Seção 4.2, baseada no artigo publicado no JCIM (62), analisa trajetórias

de enovelamento da tetra-alça GCAA. A Seção 4.3 examina os mecanismos de enovela-

mento do ribocomutador SAM-II e explora sua interação com íons Mg2+. Os resultados

demonstram a capacidade do ELViM de agrupar estruturas de RNA com alta fidelidade,

incluindo a orientação relativa das nucleobases, que apresenta desempenho superior a

métodos convencionais. O espaço projetado é utilizado para caracterizar conformações

prevalentes e identificar ensembles de transição.

O Capítulo 5 é dedicado ao estudo de IDPs. A Seção 5.2 emprega o ELViM em

uma análise conformacional diferencial da cauda da histona H4 nativa e de cinco isoformas

com diferentes padrões de acetilação. Na Seção 5.3, o método é aplicado à histona H1,

investigando seu espaço conformacional e possíveis modos de ligação ao nucleossomo. Por

sua vez, a Seção 5.4, baseada em artigo publicado no JCIM (63), examina ensembles

estruturais do repositório Protein Ensemble Database (PED), gerados por abordagens

híbridas que integram simulações e técnicas experimentais. Mesmo diante da elevada

plasticidade das IDPs, os resultados revelam que o ELViM permite identificar padrões de

amostragem e se destaca como ferramenta útil na comparação entre diferentes sistemas

desordenados.

O Capítulo 6 analisa a interação dos peptídeos antimicrobianos MP1 e H-MP1

com membranas modelo, conforme descrito em artigo publicado no Journal of Physical

Chemistry B (64). São avaliadas tanto simulações em solução aquosa quanto simulações de

adsorção espontânea à membrana, com o objetivo de identificar assinaturas conformacionais

relacionadas aos mecanismos de ação desses peptídeos.

Por fim, o Apêndice F apresenta brevemente outros sistemas analisados, incluindo

proteínas com repetição de anquirina (publicado no QRB Discovery (65)), rotas de formação

de nó topológico na leptina (publicado no Journal of Structural Biology (66)) e mutações

na proteína ELF3 (publicado como preprint revisado no eLife (67)).
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2 METODOLOGIA

2.1 ELVIM: ENERGY LANDSCAPE VISUALIZATION METHOD

Dada uma trajetória obtida por simulação molecular (68–70) ou um ensemble

conformacional gerado por métodos experimentais ou integrativos (71), a aplicação do

ELViM envolve dois passos fundamentais:

• Extração de coordenadas atômicas e cálculo da matriz de dissimilaridade. Nesta

etapa, o nível de detalhe a ser utilizado no cálculo de dissimilaridade é definido

(geralmente, coordenadas dos carbonos alfa). Com base no conjunto de dados, extrai-

se uma matriz de coordenadas. O ELViM aplica então sua métrica própria, descrita

detalhadamente a seguir, para calcular a matriz de dissimilaridade, que estima as

distâncias estruturais entre pares de conformações moleculares.

• Projeção multidimensional através do algoritmo force scheme. Cada conformação

é representada como um ponto em um espaço bidimensional, de forma que as

distâncias euclidianas entre os pares de pontos no plano cartesiano correspondam,

idealmente, às dissimilaridades previamente calculadas no espaço multidimensional.

Essa representação em baixa dimensão é denominada espaço de fase efetivo ou,

simplesmente, projeção (ELViM).

A Figura 3 ilustra a aplicação desses passos e o espaço de fase efetivo gerado.

Nesse espaço, as coordenadas absolutas dos pontos não possuem significado intrínseco.

Assim, pontos próximos indicam conformações estruturalmente similares, de acordo com a

métrica utilizada, enquanto pontos distantes representam conformações estruturalmente

distintas. Nesse contexto, é recomendado omitir os eixos coordenados para destacar

exclusivamente as informações inerentes à projeção (26). Para facilitar a comparação entre

diferentes projeções, em alguns casos, será adotada uma circunferência como referência,

circunscrevendo a projeção, conforme sugerido na referência (26).

Nas próximas seções, serão fornecidos detalhes sobre essas duas etapas e o espaço

de parâmetros do método será discutido.

2.1.1 Matriz de dissimilaridade

Uma primeira versão do ELViM foi desenvolvida para o estudo de modelos de

proteínas em rede (55). Nessa versão, o ELViM empregava uma métrica de dissimilaridade

baseada na razão entre o índice e a distância de Jaccard calculadas sobre mapas de contato

(55). Posteriormente, ao generalizar o método para sistemas biomoleculares fora de redes,
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Figura 3 – Dado um ensemble molecular e escolhido um nível de resolução, as coordenadas

atômicas do sistema são extraídas. Aplicando a métrica do ELViM, obtém-se

uma matriz de dissimilaridade, que representa as distâncias estruturais entre

os pares. O algoritmo Force scheme é então utilizado para realizar a projeção

multidimensional, resultando em um espaço efetivo bidimensional, no qual cada

ponto representa uma conformação e a distância euclidiana entre os pontos

aproxima-se otimamente das dissimilaridades estimadas. Usualmente, os eixos

coordenados são omitidos, uma vez que as coordenadas absolutas dos pontos

não são significativas.

Á
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Oliveira et al. (56) propuseram uma nova métrica fundamentada em um parâmetro de

ordem derivado da física de vidros de spin, amplamente utilizado no estudo do enovelamento

de biomoléculas (57,72,73).

Para duas conformações quaisquer, k e l, a similaridade estrutural entre elas é

obtida comparando-se todas as distâncias internas, conforme esquematizado na Figura 4.

Matematicamente, a similaridade é definida como:

qk,l =
1

Np

∑

i,j∈S

exp

−(rk
i,j − rl

i,j)
2

2σ2
i,j

]

, (2.1)

sendo rk
i,j e rl

i,j as distâncias entre os átomos i e j nas conformações k e l, respectivamente.

A soma é realizada sobre o conjunto S dos Np pares de átomos. O parâmetro σi,j é definido

como:

σi,j = σ0♣ni − nj♣ϵ, (2.2)

sendo ni e nj os números dos resíduos aos quais os átomos i e j pertencem. O parâmetro
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σi,j define a resolução da medida de similaridade, sendo que σ0 indica a largura de banda

(bandwidth) inicial, enquanto ϵ regula a dependência de σi,j com a distância ao longo da

cadeia. Usualmente, ϵ é mantido fixo em 0,15 (23), e considera-se o intervalo 0,5 ≤ σ0 ≤ 3.

Figura 4 – Dadas duas conformações, k e l, a similaridade estrutural é obtida ao comparar

todas as distâncias internas das duas conformações. Este cálculo não exige

alinhamento estrutural prévio e é realizado por meio da Equação 2.1.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Embora as projeções do ELViM sejam geralmente robustas ao uso desses valores

típicos, valores atípicos podem distorcer os resultados da projeção. Valores muito pequenos

de σ0 levam a menores similaridades, dificultando a representação de todos os pontos

no plano. Em contraste, valores elevados de σ0 resultam em maior similaridade, mesmo

entre estruturas bastante distintas, fazendo com que essas estruturas sejam projetadas

em regiões vizinhas na projeção. Um exemplo do impacto de diferentes valores de σ0 no

aspecto final da projeção será apresentado na Seção 3.3.2.1.

Por fim, a dissimilaridade entre o par de conformações k e l é definida por:

δk,l = 1− qk,l. (2.3)

Essa medida de dissimilaridade é adimensional e varia no intervalo 0 ≤ δk,l < 1.

Um valor de dissimilaridade igual a zero é alcançado apenas quando as duas conforma-

ções são idênticas. É importante ressaltar que essa medida de dissimilaridade depende

exclusivamente das distâncias internas, não exigindo qualquer alinhamento estrutural.

Após o cálculo dos valores de dissimilaridade entre cada par de conformações, os

resultados são armazenados em uma matriz de dissimilaridade, que será utilizada pela

técnica de projeção multidimensional.
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2.1.2 O algoritmo Force Scheme

A matriz de dissimilaridade fornece informações sobre as distâncias entre cada

par de conformações, conforme estimado no espaço conformacional multidimensional

do sistema biomolecular. O ELViM utiliza essa matriz para realizar um processo de

projeção multidimensional, gerando um espaço de fase efetivo bidimensional, no qual

cada conformação é representada por um ponto no plano. Para isso, um processo de

otimização é empregado, garantindo que as distâncias euclidianas entre os pares de pontos

no plano correspondam, tanto quanto possível, aos valores de dissimilaridade originais. Esse

procedimento é realizado pelo algoritmo Force Scheme (FS), introduzido por Tejada et al.

(58), que foi escolhido devido ao seu equilíbrio entre acurácia e eficiência computacional

(56).

O FS é um método de projeção multidimensional orientado por forças. Nesse método,

os pontos no plano podem ser concebidos como massas conectadas por molas, sendo o

comprimento natural de cada mola igual à dissimilaridade entre os pares conectados (27,74).

Assim, pares de pontos cujas distâncias euclidianas sejam maiores do que as dissimilaridades

estão sob ação de forças atrativas, enquanto pares de pontos cujas distâncias sejam menores

do que as dissimilaridades estão sob ação de forças repulsivas.

Embora alguns métodos orientados por forças utilizem equações diferenciais para

alcançar o estado de equilíbrio do sistema, o FS emprega um método iterativo capaz

de convergir com um número menor de iterações quando comparado a outros métodos

baseados em forças (74). Nesse algoritmo, cada conformação k, com coordenadas x⃗k no

espaço de fase multidimensional, é projetada para um ponto x ′
k, representado no plano

cartesiano pelas coordenadas x⃗ ′
k. Inicialmente, um número de pontos igual ao número de

conformações é disposto aleatoriamente sobre o plano, formando a projeção inicial.

Em cada passo do algoritmo, uma conformação k é escolhida como referência, e as

posições de todas as outras conformações l (l ≠ k) são ajustadas de modo que a distância

euclidiana entre os pares de pontos dk,l(x⃗
′
k, x⃗ ′

l) tenda aos valores de dissimilaridade

estimados no espaço multidimensional δk,l(x⃗k, x⃗l). Esse ajuste ocorre na direção do vetor

v⃗k,l = (x⃗ ′
l − x⃗ ′

k), como ilustrado na Figura 5, e é dado pelo produto entre uma taxa de

aprendizado Lr e o erro residual ∆k,l definido como:

∆k,l = δk,l − dk,l. (2.4)

Dessa forma, o método busca minimizar a função custo (ou função perda) definida

como:

E =
∑

(k,l)

♣δk,l − dk,l♣. (2.5)
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Figura 5 – Iteração do algoritmo Force Scheme. Em cada passo, uma conformação k é

escolhida aleatoriamente como referência, e as posições de todas as outras

conformações são ligeiramente ajustadas em relação a ela. a) O algoritmo

calcula a distância euclidiana entre um par selecionado, x ′
k e x ′

l, e a compara

com a dissimilaridade entre as conformações k e l. b) O ponto x ′
l é aproximado

ou afastado de x ′
k na direção definida por v̂k,l, de modo que dk, l tenda a δk, l.

a) b) 

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O algoritmo FS empregado no ELViM é descrito da seguinte forma:

Algoritmo 1: Algoritmo Force Scheme

Entrada: Matriz de dissimilaridades

Saída: Coordenadas da projeção bidimensional

1 Inicializa projeção inicial X0 aleatoriamente

2 enquanto i ≤ imax faça

3 para cada x ′
k (ordem aleatória) faça

4 para cada x ′
l ̸=k (ordem aleatória) faça

5 δk,l ← δ(x⃗k, x⃗l) ; // Dissimilaridade

6 dk,l ← ∥x⃗ ′
l − x⃗ ′

k∥ ; // Distância euclidiana

7 x⃗ ′
l ← x⃗ ′

l + Lr · (δk,l − dk,l) · (x⃗ ′
l − x⃗ ′

k)/∥x⃗ ′
l − x⃗ ′

k∥
8 Ąm

9 Ąm

10 Ąm

11 retorna Projeção Final X

Note que, para cada ponto x′
k escolhido como referência, a posição de todos os

outros pontos é ajustada, movendo-os por um fator Lr do erro residual ∆k,l, na direção

que une os dois pontos, dada pelo versor v̂k,l = (x⃗ ′
l − x⃗ ′

k)/∥x⃗ ′
l − x⃗ ′

k∥. Uma iteração é
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considerada completa quando todos os pontos foram escolhidos como referência. Assim,

cada ponto tem sua posição ajustada (N − 1) vezes por iteração, sendo N o número de

conformações utilizadas. Usualmente, um número de iterações igual à raiz quadrada do

número de pontos (imax =
√

N) é suficiente para alcançar a convergência. Nas primeiras

versões do ELViM, uma taxa de aprendizado constante, Lr = 1/8, era utilizada. Mais

detalhes sobre esse parâmetro serão apresentados na Seção 3.2.1.

2.2 VARIÁVEIS COLETIVAS

Devido à alta dimensionalidade dos dados gerados em simulações moleculares, é

comum descrever a dinâmica conformacional do sistema ou acompanhar o processo de

enovelamento por meio de um conjunto de grandezas conhecido como variáveis coletivas

(CVs, do inglês collective variables). As CVs são geralmente definidas como funções das

coordenadas atômicas e têm como objetivo capturar os aspectos macroscópicos mais

relevantes do comportamento do sistema em estudo. Um parâmetro de ordem corresponde

a uma CV, ou a uma combinação de CVs, capaz de caracterizar o grau de organização

de um sistema físico. Esses parâmetros evidenciam propriedades estruturais ou geomé-

tricas importantes de sistemas biomoleculares, permitindo distinguir, por exemplo, entre

diferentes estados metaestáveis (75).

As coordenadas de reação, por sua vez, constituem uma classe especial de CVs,

empregadas para descrever o progresso de uma reação química ou do enovelamento de uma

proteína (75,76). Deve-se notar que esses conceitos são inter-relacionados, e a terminologia

associada nem sempre é utilizada de forma consistente na literatura. Exemplos de CVs

incluem a quantidade de contatos nativos, o raio de giração, a distância ponta-a-ponta, a

quantidade de estrutura secundária, entre outras propriedades relevantes para a análise

conformacional.

O ELViM é um método que não depende de CVs, nem de conformações de referência,

para projetar o espaço de fase efetivo. No entanto, é possível obter informações adicionais

a partir dessas projeções utilizando mapas de cores para representar, sobre os pontos

projetados, os valores de CVs estimados para cada conformação. Essa abordagem não

apenas facilita a interpretação das regiões do espaço de fase efetivo, como também permite

identificar padrões, tendências e correlações entre diferentes regiões da projeção e os

comportamentos estruturais descritos pelas CVs. É importante destacar que o uso do mapa

de cores não influencia as posições dos pontos na projeção, as quais são determinadas

exclusivamente pela métrica de dissimilaridade adotada. A seguir, serão listadas as CVs

utilizados com esse propósito ao longo desta tese.

O parâmetro Qw pode ser entendido como uma medida da similaridade de uma

conformação ao estado nativo (ou a um estado de referência arbitrário). Esta coordenada

é usualmente utilizada para descrever o processo de enovelamento de proteínas (23).
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Matematicamente, considerando uma conformação qualquer e um estado de referência,

denotados respectivamente por k e N , Qw é definido da seguinte forma:

Qw(k) =
1

Np

∑

i,j∈S

exp

−(rk
i,j − rN

i,j)
2

2σ2
i,j

]

. (2.6)

Note que Qw(k) = qk,N (Equação 2.1), sendo utilizado para estimar a similaridade

de todas as conformações ao estado nativo. Qw é uma medida adimensional, sendo igual

a 1 se a conformação for idêntica ao estado nativo e tendendo a zero para conformações

estruturalmente muito distintas do estado nativo.

A fração de contatos nativos, Q (24), é uma variável coletiva amplamente utilizada

como coordenada de reação em estudos de enovelamento de proteínas. Essa grandeza é

definida como:

Q(k) =
1

NS

∑

i,j∈S

1

1 + exp
[

β0(rk
ij − λrN

ij )
] , (2.7)

sendo, novamente, rk
ij a distância entre os átomos i e j na conformação k, e rN

ij a distância

correspondente no estado nativo. S denota o conjunto dos NS pares de átomos pesados

que estão separados no mínimo por três resíduos e estão em contato na estrutura nativa.

O parâmetro β0 controla a suavização da função sigmoide, que define se o contato está

ou não formado, enquanto λ representa um fator de tolerância para que o contato seja

considerado formado. Esses parâmetros devem ser ajustados de acordo com o modelo

utilizado, sendo usualmente adotado para modelos CG β0 = 50 nm−1 e λ = 1,2 (77).

O raio de giração (Rg) quantifica o grau de compactação da cadeia polipeptídica

em relação ao seu centro de massa. Conformações mais compactas apresentam valores

menores de Rg, enquanto conformações mais abertas apresentam valores maiores. Dada

uma conformação, o raio de giração é definido por:

Rg =

√

√

√

√

∑N
i=1 mi∥r⃗i − r⃗CM∥2

∑N
i=1 mi

, (2.8)

em que N é o número de átomos, mi e r⃗i correspondem, respectivamente, à massa e à

posição do átomo i, e r⃗CM é a posição do centro de massa da proteína, calculada como:

r⃗CM =

∑N
i=1 mir⃗i
∑N

i=1 mi

. (2.9)

O RMSD, por sua vez, é uma medida de dissimilaridade estrutural que pode

ser calculada entre pares de conformações ou em relação a um estado de referência.

Como o cálculo do RMSD considera as coordenadas atômicas das estruturas, é necessário
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realizar um alinhamento estrutural prévio para eliminar efeitos de rotação e translação.

Considerando uma conformação k e o estado nativo N , com alinhamento estrutural prévio,

o RMSD é definido por:

RMSD(k) =

√

√

√

√

1

N

N
∑

i=1

∥r⃗i
k − r⃗i

N∥2, (2.10)

sendo que r⃗i
k e r⃗i

N correspondem às posições do átomo i nas conformações X e N ,

respectivamente. Valores menores de RMSD indicam maior proximidade da conformação

ao estado nativo.

Essas métricas complementam Qw e Q, fornecendo informações adicionais sobre

a compactação estrutural e o desvio em relação ao estado nativo. No restante deste

trabalho, essas coordenadas serão utilizadas para explorar a dinâmica e o enovelamento de

biomoléculas através do espaço de fase gerado pelo ELViM.

2.3 DENSIDADE DE ESTADOS E ENERGIA LIVRE EFETIVAS

Em gráficos de dispersão contendo muitos pontos, a sobreposição de dados pode

dificultar a percepção e comparação de regiões com diferentes densidades. No entanto,

a distribuição de densidade na projeção ELViM contém informação relevante, pois esse

método busca preservar as relações de distância estimada no espaço multidimensional.

Assim, espera-se que a projeção ELViM mantenha, tanto quanto possível, a estrutura da

superfície de energia do sistema no espaço reduzido.

Sob essa hipótese e assumindo que a amostragem siga uma distribuição de Boltz-

mann, a densidade de pontos no espaço efetivo gerado pelo ELViM reflete a distribuição

de estados do sistema. Em uma simulação de dinâmica molecular clássica, conduzida sob

temperatura absoluta constante, sem viés e com amostragem suficiente, regiões de alta

densidade na projeção correspondem idealmente a mínimos da superfície de energia livre.

A densidade do espaço reduzido pode ser estimada por histogramas ou pela técnica

de Estimativa de Densidade por Núcleo (KDE, do inglês Kernel Density Estimation).

Enquanto os histogramas particionam o espaço em células de tamanho fixo e contam o

número de pontos em cada uma, o KDE fornece uma estimativa contínua da densidade

ao aplicar funções núcleo (como a Gaussiana) ao redor de cada ponto. Neste trabalho, as

densidades serão estimadas por KDE com núcleo Gaussiano, como definido a seguir.

2.3.1 Superfície de Energia Livre Efetiva

Como previamente discutido, é comum projetar superfícies de energia livre de

sistemas biomoleculares em coordenadas de reação ou coordenadas efetivas. Para um
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sistema com amostragem suficiente, a probabilidade de se observar um microestado com

coordenadas r⃗ e energia E(r⃗) é dada por

P (r⃗) =
Ω(E(r⃗))e−βE(r⃗)

Z
, (2.11)

onde β = 1/(kBT ), kB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, Ω(E)

representa o número de microestados com energia E e Z é a função de partição do sistema,

dada por

Z =
∑

E

Ω(E)e−βE. (2.12)

Utilizando as definições de entropia, S(E) = kB ln Ω(E), e de energia livre, F =

E − TS, a Equação 2.11 pode ser reescrita como

P (r⃗) =
e−βF (r⃗)

Z
, (2.13)

de onde se obtém

F (r⃗) = −kBT ln P (r⃗)− kBT ln Z. (2.14)

Note que o termo −kBT ln Z é uma constante, utilizada para definir a escala e que não

influencia no cálculo das diferenças de energia livre entre macroestados. Considerando

agora uma coordenada de reação ξ = f(r⃗), a distribuição de probabilidade associada é

dada por

P (ξ) =
∫

P (r⃗)δ(ξ − ξ(r⃗))dr⃗ =
Z(ξ)

Z
, (2.15)

sendo δ(x) a função Delta de Dirac. Aplicando-se o logaritmo e multiplicando todos os

termos por kBT , obtém-se

F (ξ) = −kBT ln Z(ξ) = −kBT ln P (ξ)− kBT ln Z. (2.16)

Assim, a energia livre em função da coordenada de reação pode ser estimada a

partir de histogramas ou KDE da distribuição P (ξ). De forma análoga, uma superfície

bidimensional pode ser obtida considerando a distribuição conjunta P (ξ, ζ), onde ζ é uma

segunda coordenada de reação, ou por coordenadas intrínsecas obtidas via redução de

dimensionalidade.
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2.3.2 Estimativa de densidade por núcleo

O KDE é uma técnica não paramétrica para estimar a função densidade de probabi-

lidade de uma variável aleatória a partir de um conjunto de amostras. Para n observações

¶x⃗1, x⃗2, . . . , x⃗n♢ no espaço d-dimensional, a estimativa KDE é dada por

ρ(x⃗) =
1

nhd

n
∑

i=1

K



∥x⃗− x⃗i∥
h



, (2.17)

sendo x⃗ a posição na qual a densidade é estimada, h > 0 o parâmetro de largura de banda

(bandwidth) e K(u) a função núcleo, que é simétrica e satisfaz

∫

Rd

K(u) du = 1, (2.18)

Para o núcleo Gaussiano, a função K(u) é definida como

K(u) =
1

(2π)d/2
e−u2/2. (2.19)

Em resumo, essa técnica aplica um núcleo Gaussiano centrado em cada ponto

de dado para obter uma estimativa suavizada da densidade de probabilidade. A largura

de banda controla o grau de suavização e deve ser ajustada em cada caso para evitar

suavização excessiva ou insuficiente. A densidade de probabilidade estimada é calculada

como a soma normalizada de todos os núcleos.

Figura 6 – Estimativa de densidade por núcleo Gaussiano. (a) Um núcleo Gaussiano
centrado em cada ponto de dado. A densidade estimada resulta da soma
normalizada de todas as contribuições. A curva em azul escuro indica, para
facilitar a visualização, a soma não normalizada dos núcleos. (b) Aplicação da
técnica em uma projeção bidimensional.

b)a)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A Figura 6.a ilustra a aplicação da técnica para um conjunto de pontos gerados

aleatoriamente em uma dimensão. Os núcleos Gaussianos individuais são representados em
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preto, enquanto a densidade estimada é mostrada em azul. Para facilitar a visualização, a

densidade estimada não foi normalizada. Já a Figura 6.b ilustra a aplicação da técnica

em uma dispersão bidimensional, como no caso da projeção ELViM, com a densidade de

probabilidade representada por um mapa de curvas de nível.
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3 ELVIM: NOVA IMPLEMENTAÇÃO E ESTUDO DE CASO COM O
PEPTÍDEO MP1

Este capítulo é baseado no artigo: “ELViM: Exploring Biomolecular Energy

Landscapes through Multidimensional Visualization (61).”

3.1 INTRODUÇÃO

Em sua primeira implementação (55,56), o ELViM utilizava um conjunto de códigos

e rotinas para extração das coordenadas atômicas, cálculo da matriz de dissimilaridade e

automatização das etapas. Além disso, um código para o FS em linguagem R era utilizado

(uma versão similar encontra-se disponível em https://rdrr.io/cran/mp/man/forceScheme.

html). No entanto, tal implementação tinha um elevado custo computacional, considerando

os sistemas biomoleculares de interesse.

Durante este projeto de doutorado, uma nova versão do código ELViM foi desen-

volvida, visando o aumento da eficácia computacional e a integração de todas as etapas

em um único programa. Além disso, alguns parâmetros, como a taxa de aprendizado

e a métrica de similaridade foram generalizados para permitir uma maior adaptação a

diversos sistemas. Este trabalho resultou na criação de um repositório público e de artigo

científico (61), com intuito de detalhar a metodologia e explorar o espaço de parâmetros

do ELViM. Este capítulo detalha tais mudanças e apresenta um estudo de caso, indicando

a reprodutibilidade e o impacto de diferentes parâmetros no aspecto final da projeção.

3.2 NOVA IMPLEMENTAÇÃO EM PYTHON

O aumento de eficiência computacional partiu de uma versão do algoritmo FS

elaborada pelo grupo do Dr. Fernando V. Paulovich (Eindhoven University of Technology,

Holanda), disponível em https://github.com/fpaulovich/dimensionality-reduction. Esta

nova versão, escrita em Python, se beneficia do processamento paralelo ao incorporar

funções do módulo Numba (78), que otimiza o código Python e o executa de forma eficiente

em hardware CPU. De modo a incorporar todas as funções necessárias em um único código,

foram desenvolvidas neste trabalho as seguintes funcionalidades:

• Implementação de rotinas que utilizam o MDtraj (79), uma biblioteca Python

para análise de dinâmica molecular, para manipular as trajetórias (ou ensembles)

moleculares e extrair a matriz de coordenadas atômicas.

https://rdrr.io/cran/mp/man/forceScheme.html
https://rdrr.io/cran/mp/man/forceScheme.html
https://github.com/fpaulovich/dimensionality-reduction
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• Implementação de rotina para cálculo da matriz de dissimilaridade, utilizando as

mesmas bibliotecas do módulo Numba.

• Generalização do parâmetro de aprendizado Lr, permitindo o uso de regimes variável

e constante.

• Implementação de código executável em linha de comando. O programa possui

comando help que lista as possíveis opções de entrada e saída e indica os comandos

para personalização dos parâmetros. Nesta versão, que está disponível no repositório

(https://github.com/VLeiteGroup/ELViM), todos os parâmetros de similaridade e

da rotina do FS podem ser controlados pelo usuário.

• Implementação de nova ferramenta de seleção (lasso), que permite obter os índices

das conformações dentro uma região de formato arbitrário, definida pelo usuário.

• Implementação de algoritmo para obtenção de estruturas prevalentes em uma dada

região da projeção.

O ELViM aceita como entrada arquivos de trajetória molecular em diversos formatos

compatíveis com o MDTraj. A entrada pode ser fornecida como um único arquivo contendo

a trajetória completa em formato PDB ou como uma trajetória binária (por exemplo, XTC

ou DCD) acompanhada de um arquivo de topologia de referência, como um PDB. Além

disso, o ELViM permite salvar a matriz de dissimilaridade calculada em formato binário

Python, possibilitando seu uso posterior com diferentes parâmetros de projeção. Também

é possível utilizar matrizes de dissimilaridade pré-calculadas, incluindo aquelas obtidas

com outras métricas. A saída do programa consiste em um arquivo de texto contendo as

coordenadas cartesianas que representam as posições das conformações biomoleculares no

espaço de fase efetivo.

3.2.1 A taxa de aprendizado Lr

A taxa de aprendizado Lr é o parâmetro do FS responsável por controlar a fração

do erro residual (Equação 2.4) utilizada para ajustar as posições dos pontos a cada iteração.

Dessa forma, Lr exerce influência tanto na convergência quanto no aspecto final da projeção.

De maneira geral, valores muito baixos de Lr restringem o movimento dos pontos, o que

pode confiná-los em vizinhanças inadequadas e exigir um número elevado de iterações

até a convergência da projeção. Por outro lado, valores muito altos de Lr podem causar

instabilidades e distorções na projeção.

A forma funcional de Lr pode ser escolhida de diferentes maneiras, incluindo

valores constantes ou, mais comumente, decrescentes. Neste trabalho, propomos uma

abordagem que permite combinar dois regimes: variável e constante. No regime variável,

ou de annealing, a taxa de aprendizado inicia com o valor Lr0
e decresce ao longo das

https://github.com/VLeiteGroup/ELViM
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iterações até atingir um valor mínimo Lrmin
. Esse regime permite iniciar com valores mais

elevados de Lr, em comparação aos regimes constantes, com o objetivo de evitar que os

pontos fiquem presos em regiões incorretas. Em seguida, um regime constante, no qual

Lr = Lrmin
, pode ser utilizado para realizar um ajuste fino. Matematicamente, a taxa de

aprendizado na i-ésima iteração é definida como:

Lr[i] = max

{

Lr0



1− i

imax

D

, Lrmin

}

, (3.1)

em que D é o expoente de decaimento e imax é o número máximo de iterações. Observa-se

que é possível optar por uma taxa de aprendizado constante, definindo D = 0 e Lr0
= Lrmin

,

ou por um regime de decaimento puro, fazendo Lrmin
= 0. As faixas típicas de valores

utilizadas para tais parâmetros são: 1/8 < Lr0
< 0,5, 0,95 < D < 3, e 0 < Lrmin

< 1/8.

Essas combinações fornecem maior flexibilidade para diferentes sistemas.

Um aspecto adicional importante é a escolha de Lrmin
no regime variável, ou

de Lr no caso de um regime constante. Sistemas complexos, que apresentam grandes

mudanças conformacionais, podem gerar conformações que se comportam como outliers

em relação à métrica do ELViM. Tais conformações não possuem vizinhos próximos na

matriz de dissimilaridade (δi,j < 0, 2). Representar essas relações de vizinhança no plano

é inerentemente difícil, o que leva a pares de pontos com maiores valores de ∆k,l. Nesse

contexto, se a taxa Lr mantiver valores significativos nas últimas iterações, pode ocorrer a

formação de regiões semelhantes a ilhas, com os outliers isolados no centro. Esse processo

pode distorcer ligeiramente a vizinhança local, sem comprometer os aspectos globais da

projeção. Contudo, recomenda-se uma busca criteriosa de parâmetros para minimizar esses

efeitos. Um exemplo ilustrativo do impacto da escolha desses parâmetros no aspecto final

da projeção será apresentado na Seção 3.3.2.1.

3.2.2 Assinatura Conformacional Local

Para caracterizar regiões arbitrárias da projeção ELViM, foi desenvolvido um algo-

ritmo para obter estruturas representativas de uma dada região da projeção, denominadas

assinatura conformacional local (LCS, do inglês Local Conformational Signature). Este

método visa identificar as conformações predominantes em uma região específica da proje-

ção, que pode ter formato arbitrário. A LCS leva em consideração tanto a conformação

centroide quanto um número n arbitrário de vizinhos próximos, com base na similaridade

estrutural, aferida pelo desvio médio quadrático das distâncias interatômicas (dRMSD).

O dRMSD entre duas conformações k e l é dado por:

dRMSD(k, l) =

√

√

√

√

1

Np

∑

i<j

(rk
i,j − rl

i,j)
2, (3.2)
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sendo que rk
i,j e rl

i,j são as distâncias interatômicas entre os átomos i e j das conformações

k e l, respectivamente, e Np é o número total de pares de átomos considerados. O dRMSD

foi escolhido por sua capacidade de capturar diferenças estruturais sem exigir alinhamento

entre as conformações, além de apresentar boa correlação com termos energéticos (42).

O processo para calcular a LCS envolve os seguintes passos:

• Geração do gráfico da projeção: Utiliza-se a biblioteca Matplotlib (80) para gerar o

gráfico da projeção.

• Seleção da região de interesse: O usuário seleciona, com a ajuda da ferramenta lasso,

uma região de contorno arbitrário, identificando os índices das conformações contidas

nessa área.

• Cálculo da matriz de dRMSD: Com as conformações selecionadas, calcula-se a matriz

de dRMSD, e a conformação centroide é determinada. A centroide é a conformação

que minimiza o valor médio do dRMSD em relação às demais conformações da

região selecionada.

• Formação da LCS: A LCS é formada pela conformação centroide sobreposta aos seus

n primeiros vizinhos, selecionados com base nos valores de dRMSD, ou seja, aqueles

com as menores diferenças de distância em relação à centroide.

É importante destacar que, ao contrário de uma análise de agrupamento (clustering),

a determinação da LCS visa representar as conformações predominantes em uma região

da projeção, sem a necessidade de separações explícitas entre diferentes grupos. Uma

das principais vantagens dessa implementação é a capacidade de selecionar regiões com

formato arbitrário, permitindo seguir as distribuições naturais dos pontos na projeção.

Além disso, o número de conformações n incluídas na LCS pode ser ajustado, oferecendo

um reflexo da heterogeneidade estrutural em torno da conformação centroide, o que serve

como um indicativo qualitativo do nível de agrupamento estrutural local.

3.3 PEPTÍDEO MP1: UM ESTUDO DE CASO

Para ilustrar a metodologia e explorar o espaço de parâmetros do método, será

analisada, como estudo de caso, uma trajetória de dinâmica molecular clássica do peptídeo

Polybia-MP1, ou simplesmente MP1 (81). O MP1 é um peptídeo de ação antimicrobiana

pertencente à família dos mastoparanos, extraído do veneno da vespa brasileira Polybia

paulista. Detalhes adicionais sobre a ação desse peptídeo serão abordados no Capítulo 6, no

qual também será discutida a sua interação com uma membrana modelo. Neste capítulo,

uma trajetória do MP1 isolado em água será analisada para exemplificar a metodologia,

ilustrar o impacto de diferentes parâmetros no aspecto final e na reprodutibilidade da

projeção ELViM.
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3.3.1 Sistema analisado

As trajetórias que serão analisadas nesta seção foram obtidas pela Dra. Ingrid

B. S. Martins. O MP1 foi construído na configuração de hélice alfa utilizando o módulo

Molefacture do VMD (82) e foi simulado com todos os átomos, em caixa de água com

adição de NaCl à concentração de 150 mM. O sistema foi mantido à temperatura de 330 K

e pressão de 1 atm, utilizando respectivamente o termostato (83) e pistão de Langevin (84).

O campo de força CHARMM 36 (85) foi adotado e o sistema foi simulado no NAMD (86),

sendo integrado com um passo de 2 fs e condições de contorno periódicas. O algoritmo

SHAKE (87) foi utilizado para restringir os comprimentos das ligações covalentes, e a

geometria das moléculas de água foi preservada utilizando o algoritmo SETTLE (88). As

interações de van der Waals foram calculadas com um corte de 12 Å, com uma distância

de transição de 10 Å, e a interação de longo alcance foi tratada utilizando o método

Particle Mesh Ewald (PME) (89). Mais detalhes metodológicos são fornecidos na referência

(61). Ao longo de 600 ns de simulação, algumas transições entre os estados desnaturado

e parcialmente enovelado foram observadas. Da trajetória obtida, 30000 conformações

foram selecionadas, de forma igualmente espaçadas ao longo da trajetória, para gerar a

projeção ELViM. A execução do código ELViM, neste caso, levou cerca de 27 minutos em

um computador equipado com um processador Intel Core i7 de 6 núcleos e 12 threads,

operando a 2,6 GHz, e 32 GB de RAM.

3.3.2 Resultados

Considerando os 30000 quadros selecionados para a projeção ELViM, a Figura

7.a ilustra a evolução temporal de Qw, calculado em relação à conformação inicial. Nesse

contexto, Qw assume o valor 1 para uma hélice alfa ideal e atinge 0, 2 para conformações

completamente desenoveladas. Além disso, a evolução temporal dos valores de RMSD,

indicando o desvio estrutural em relação à conformação inicial, também é apresentada.

A projeção ELViM gerada é apresentada na Figura 7.b. A dissimilaridade foi

calculada utilizando os seguintes parâmetros: σ0 = 1 Å, Lr0
= 0,3, D = 0,95 e Lrmin

= 0.

Conforme descrito no Capítulo 2, cada ponto da projeção representa uma conformação

específica. Um mapa de cores foi aplicado, atribuindo a cada ponto uma cor correspondente

ao valor de Qw calculado para a respectiva conformação. Os eixos coordenados foram

removidos, uma vez que, na projeção ELViM, as coordenadas absolutas não possuem signi-

ficado intrínseco; apenas as distâncias relativas entre os pontos refletem a dissimilaridade

estrutural.

Ao analisar a projeção ELViM (Figura 7.b), observa-se que as conformações mais

estendidas (representadas em azul escuro) concentram-se na porção superior da projeção,

enquanto os estados mais colapsados (em vermelho escuro) situam-se na região inferior.

Um aspecto notável da projeção ELViM é que, ao ser colorida com base em coordenadas
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Figura 7 – Análise da trajetória de dinâmica molecular (MD) para o peptídeo MP1 em
solução aquosa. (a) Evolução temporal da coordenada de reação Qw e do
RMSD. (b) Projeção ELViM baseada em 30000 conformações selecionadas de
forma igualmente espaçada ao longo da trajetória. Os pontos estão coloridos
de acordo com os valores de Qw. Os eixos foram omitidos, pois apenas as
distâncias entre os pontos refletem a similaridade estrutural. (c) Estimativa da
densidade de estados por meio de KDE com núcleo Gaussiano. Algumas regiões
de alta densidade foram selecionadas, e estruturas representativas, obtidas a
partir da análise da assinatura conformacional local (LCS), são exibidas com o
amino-terminal representado em azul.

Fonte: Adaptada de (61).

de reação convencionais, as cores variam de maneira aproximadamente contínua ao longo

do espaço projetado. Contudo, verifica-se que a densidade de pontos não é homogênea,

revelando uma estrutura inerente, com a formação de agrupamentos mais densos. Cabe

destacar também que a região associada aos maiores valores de Qw, correspondendo à

porção inicial e não completamente equilibrada da trajetória, encontra-se ligeiramente

deslocada da bacia principal.

Para caracterizar as conformações predominantes no espaço efetivo gerado, a

densidade de estados efetiva foi estimada por meio de KDE com núcleo Gaussiano,

conforme introduzido na Seção 2.3. O resultado é apresentado por meio de um mapa de

curvas de nível na Figura 7.c. Além disso, oito regiões de alta densidade foram selecionadas,

e conformações representativas, obtidas com base na análise LCS (Seção 3.2.2), estão

indicadas. Cada LCS é composta por 10 conformações sobrepostas, com a extremidade

amino-terminal representada em azul.
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3.3.2.1 Análise qualitativa da reprodutibilidade e do impacto de parâmetros

no ELViM

O ELViM é uma técnica essencialmente estocástica, dado que os pontos são

inicialmente distribuídos aleatoriamente sobre o plano, e as distâncias são ajustadas

em ordem também aleatória. Esse processo resulta em projeções ligeiramente diferentes a

cada execução do algoritmo. Entretanto, espera-se que o método convirja para sistemas

que não sejam excessivamente complexos, de modo que as variações entre projeções

independentes sejam pequenas e não comprometam, em média, a vizinhança local ou a

estrutura global da projeção. É importante destacar que diferentes execuções do algoritmo

podem produzir rotações e inversões da projeção em torno de eixos arbitrários, o que não

afeta a interpretação final dos resultados. Para comparar diferentes réplicas, é possível

realizar um alinhamento sem perda de generalidade.

Figura 8 – Reprodutibilidade do ELViM em relação a diferentes execuções e à escolha
dos valores de σ0. (a) Duas réplicas com σ0 = 1, (b) σ0 = 0,5 e (c) σ0 = 2.
Todas as projeções foram geradas com a mesma taxa de aprendizado (Lr0

= 0,3,
D = 0,95, Lrmin

= 0) e um número de iterações imax =
√

N = 173. A projeção
P1 é uma reprodução da Figura 7.b.

Fonte: Adaptada de (61).

Para ilustrar a reprodutibilidade do ELViM, a Figura 8.a, compara a projeção apre-

sentada anteriormente (Figura 7.b), denominada P1, com uma nova execução independente

do programa (projeção P2). O resultado destaca o alto nível de similaridade entre ambas

as projeções. Para facilitar uma comparação visual, oito grupos de pontos — que foram

selecionados na projeção original e marcados por diferentes cores — são reproduzidos nas

demais projeções analisadas. A coesão desses grupos reflete a manutenção da estrutura

local, enquanto o ordenamento relativo entre eles indica a preservação da estrutura global
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da projeção.

Adicionalmente, as projeções P3 e P4, mostradas nas Figuras 8.b e 8.c, ilustram o

impacto de diferentes valores do parâmetro σ0 no aspecto final e na reprodutibilidade do

ELViM. Como discutido na Seção 2.1.1, σ0 modifica a matriz de dissimilaridade inicial,

de modo que, para um mesmo par de estruturas, a dissimilaridade seria maior com

σ0 = 0, 5 e menor com σ0 = 2, em relação ao valor de referência σ0 = 1. Na projeção P3

(σ0 = 0, 5), observa-se maior espaçamento entre os pontos da bacia de estados enovelados

(em vermelho). Por outro lado, na projeção P4 (σ0 = 2), há um maior colapso dessa mesma

bacia. Apesar dessas mudanças, a análise das distribuições dos grupos selecionados revela

que tanto a vizinhança local de cada grupo quanto o ordenamento relativo entre os grupos

são pouco impactados pelas variações em σ0.

Figura 9 – Reprodutibilidade do ELViM em relação a diferentes escolhas da taxa de
aprendizado. Os seguintes parâmetros foram utilizados: (a) Lr0

= 0,3, D = 0,95,
Lrmin

= 0; (b) Lr0
= 0,125, D = 0, Lrmin

= 0,125; e (c) Lr0
= 0,5, D = 2,0,

Lrmin
= 0,25. Todas as projeções utilizaram σ0 = 1,0 e um número de iterações

imax =
√

N = 173.

Fonte: Adaptada de (61).

Por fim, para ilustrar os impactos de diferentes escolhas para o parâmetro de
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aprendizado na reprodutibilidade e no aspecto global da projeção ELViM, a projeção P1

foi novamente utilizada como referência e duas outras projeções, P5 e P6, foram geradas

utilizando-se a mesma matriz de dissimilaridade. Três regimes de taxa de aprendizado

foram comparados: um regime de annealing, com Lr tendendo a zero (P1, Figura 9.a);

um regime de taxa de aprendizado constante e igual a 1/8 (P5, Figura 9.b); e um regime

de annealing com taxa de aprendizado mínima igual a 0,25 (P6, Figura 9.c). Este último

caso possui valor não usual de Lrmin
, que foi escolhido para enfatizar a formação de ilhas

previamente discutida. Note que a formação de ilhas perturba ligeiramente a vizinhança

local, mas tem pouco impacto na distribuição das distâncias relativas entre os grupos

destacados.

Nesta seção, o impacto dos parâmetros e a reprodutibilidade do método foram

explorados por meio de uma análise qualitativa e visual. Algumas métricas de qualidade

têm sido propostas para quantificar o grau em que distâncias ou relações de vizinhança são

preservadas em projeções multidimensionais (26, 90,91). No Apêndice B, duas dessas mé-

tricas foram aplicadas às projeções apresentadas neste capítulo, considerando abordagens

tanto local quanto global. Contudo, vale destacar que tais métricas avaliam predominan-

temente a eficácia do procedimento de otimização, sem oferecer uma medida direta da

capacidade do método em capturar a topologia, muitas vezes desconhecida, do espaço de

fase multidimensional (92). Essa limitação torna a comparação entre diferentes métodos

de projeção uma tarefa intrinsecamente desafiadora. Neste contexto, apresentaremos nos

capítulos 4 e 5 comparações qualitativas da projeção ELViM com superfícies de energia

reconstruídas através do uso de coordenadas de reação e de outras técnicas de redução

dimensional.

3.4 CONCLUSÃO

Neste capítulo, foi apresentada uma reformulação do código do ELViM, agora

disponibilizado em um repositório público de acesso livre. Utilizando o peptídeo MP1

como estudo de caso, foram demonstradas as funcionalidades do método e explorado o

impacto de diferentes parâmetros sobre o aspecto final e a reprodutibilidade das projeções.

As regiões com alta densidade de pontos foram caracterizadas por LCSs, nas quais as

conformações apresentaram alto grau de alinhamento estrutural, sugerindo uma vizinhança

local bem preservada.

Erros de projeção ou distorções representam uma limitação comum em técnicas de

redução de dimensionalidade e visualização multidimensional (26,27). Essas distorções são

causadas por pontos posicionados incorretamente na projeção e podem ser decorrentes de

limitações matemáticas inerentes à projeção de dados de alta dimensionalidade em um

espaço bidimensional (26). Ao analisar a projeção ELViM, pontos posicionados incorre-

tamente podem se comportar como ruído estrutural na vizinhança local. Nesse sentido,
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foi sugerido que a interpretação da projeção seja baseada nas assinaturas estruturais

predominantes dentro de uma vizinhança local.

A ferramenta LCS, desenvolvida para este fim, permite identificar conformações

prevalentes em regiões arbitrariamente selecionadas da projeção. A análise dessas conforma-

ções ao longo das regiões de alta densidade proporciona uma visão intuitiva da distribuição

de estados conformacionais representativos. Embora essa abordagem seja qualitativa,

ela auxilia na interpretação da projeção, podendo também ilustrar a heterogeneidade

estrutural em torno de pontos específicos.

Adicionalmente, o impacto dos parâmetros σ0 e Lr na reprodutibilidade e na

estrutura global da projeção ELViM foi avaliado qualitativamente . Demonstrou-se que o

posicionamento relativo de grupos selecionados manteve-se consistente entre diferentes

projeções, apesar de pequenas perturbações locais, como a formação de ilhas. O conjunto

de características aqui discutido reforçou o potencial do ELViM como uma ferramenta

promissora para produzir visualizações intuitivas do relevo energético de biomoléculas,

podendo auxiliar na investigação de detalhes e mecanismos moleculares.
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4 EXPLORANDO A SUPERFÍCIE DE ENERGIA DE MOLÉCULAS DE
RNA: A TETRA-ALÇA GCAA E O RIBOCOMUTADOR SAM-II

4.1 INTRODUÇÃO

No início do desenvolvimento da Biologia Molecular, o ácido ribonucleico (RNA)

era visto apenas como um intermediário passivo na transferência de informação gené-

tica, enquanto o ácido desoxirribonucleico (DNA) e as proteínas eram considerados os

agentes principais. No entanto, diversas descobertas realizadas nas últimas três décadas

demonstraram que o RNA desempenha funções essenciais em múltiplos processos celulares.

Além de atuar como mensageiro na síntese proteica (mRNA), o RNA desempenha papéis

estruturais — como no RNA transportador (tRNA) e no RNA ribossômico (rRNA) — e

apresenta atividade catalítica, como evidenciado pelas ribozimas. Adicionalmente, o RNA

regula a expressão gênica por meio de mecanismos que envolvem pequenos RNAs nuclea-

res (snRNAs, do inglês small nuclear RNAs), micro-RNAs (miRNAs), pequenos RNAs

interferentes (siRNAs, do inglês small interfering RNAs) e outros RNAs não codificantes

(ncRNAs, do inglês non-coding RNAs) (93).

Figura 10 – Estrutura secundária do RNA. (a) Esquema ilustrando a formação de motivos
estruturais em fita de RNA. Regiões de hélice são representadas em azul
escuro e as demais cores destacam os motivos indicados; (b) Pseudonó do tipo
H. Bases não pareadas presentes na alça de um grampo (haste-alça) interagem
com outras bases fora do grampo original. A estrutura final é composta por
duas regiões de hélice (P1 e P2) e duas alças (L1 e L2).

Pseudonó tipo H

5'
5'

3'

3'

P1

P2L1

L3

3'

5'

tetra-alça

alça
haste-alça

(grampo)
haste

junção

alça interna protuberância

a) b)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Comparado às proteínas, o RNA possui estrutura química mais simples, sendo com-

posto por um grupo fosfato, uma ribose e quatro bases nitrogenadas: adenina (A), guanina

(G), citosina (C) e uracila (U). No entanto, as fitas simples de RNA podem dobrar-se sobre

si mesmas, formando estruturas secundárias e terciárias complexas. A estrutura secundária

do RNA resulta de interações de pareamento (base pairing) entre as bases, originando

os motivos estruturais como os ilustrados na Figura 10.a. Os pareamentos entre as bases
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C-G e A-U são ditos canônicos (ou de Watson-Crick). No entanto, outros pareamentos

não-canônicos são frequentes, como o pareamento G-U. Na estrutura secundária dos RNAs,

as regiões formadas pelo pareamento de bases complementares correspondem a hélices e

hastes, enquanto as regiões com bases não pareadas formam protuberâncias e alças. A

região composta pelo encontro de duas ou mais hélices é denominada junção. Estruturas

secundárias mais complexas emergem do pareamento canônico entre bases distantes ao

longo da fita, como nos pseudonós. A Figura 10.b ilustra um pseudonó do tipo H, no qual

as bases da alça interagem com as bases localizadas fora da haste-alça original.

A estrutura terciária do RNA refere-se à conformação tridimensional que a molécula

adquire após a formação dos elementos secundários. Essa organização é estabilizada por

interações de longo alcance, incluindo o empilhamento de bases (base stacking), pareamentos

não canônicos e a associação com íons metálicos, os quais auxiliam na neutralização da

carga negativa da cadeia principal de açúcar-fosfato (94). Em geral, a estrutura secundária

apresenta alta estabilidade e sofre poucas alterações após a formação da estrutura terciária

(95). Dessa forma, os RNAs são considerados moléculas que se enovelam de maneira

hierárquica e sequencial, com a estrutura secundária geralmente se formando primeiro e,

em grande parte, de maneira independente da estrutura terciária (20,96).

Uma das interações terciárias mais comuns é denominada interação A-menor (do

inglês A-minor) (97, 98). Nessa interação, um resíduo de adenina não pareado interage

com o sulco menor de uma hélice canônica distante, estabelecendo diversas ligações de

hidrogênio, que contribuem com a estabilização da estrutura terciária. Essas interações

ocorrem com frequência em várias moléculas de RNA não codificantes e constituem

componentes essenciais de motivos estruturais maiores, como os pseudonós (98). Existem

quatro variações dessa interação, sendo a mais comum denominada A-menor tipo I, na

qual os átomos N1, N3 e O2' da adenina se posicionam entre os dois átomos O2' do sulco

menor do par canônico. Um exemplo dessa interação é apresentado na Figura C.4 do

Apêndice C. Usualmente, regiões contendo adeninas consecutivas não pareadas tendem

a realizar interações A-menor empilhadas, aumentando a estabilidade dessa interação

terciária. Esse caso é usualmente referido com motivo A-menor (98).

Considerando a complexidade da estrutura terciária do RNA, compreender o

processo de enovelamento, incluindo ensembles de transição e estados armadilhados, é

essencial para entender aspectos funcionais relevantes dessas moléculas. Nos últimos anos,

diversos métodos teóricos foram desenvolvidos para simular tais sistemas, incluindo novos

ou adaptados campos de força, métodos de enhanced sampling e modelos coarse-grain

(96).

Neste capítulo, o ELViM será empregado para estudar o relevo da superfície de

energia de duas moléculas de RNA: a tetra-alça GCAA e o ribocomutador SAM-II. As

tetra-alças são motivos estruturais conservados e altamente estáveis, que estão presentes
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em diversas moléculas de RNA e desempem papéis cruciais na estabilidade e função dessas

moléculas (99). Os ribocomutadores, como o SAM-II, alteram sua estrutura tridimensional

ao se ligarem a um metabólito ou íon específico, modulando a expressão gênica ao influenciar

processos como a iniciação ou interrupção da tradução (100). O ELViM será utilizado para

analisar trajetórias de enovelamento desses sistemas e investigar a dinâmica conformacional

de cada uma delas. Os resultados indicam que o ELViM é capaz de construir um espaço

efetivo, com bom agrupamento estrutural, permitindo caracterizar os ensembles de estados

de transição e as rotas de enovelamento dessas moléculas.

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ENSEMBLES DE ESTADOS DE TRANSIÇÃO DA

TETRA-ALÇA GCAA

Esta seção é baseada no artigo “Characterizing the Folding Transition-State

Ensembles in the Energy Landscape of an RNA Tetraloop (62).”

As tetra-alças são hiperestáveis, devido a extensivas interações de empilhamento

e pareamento de bases presentes na estrutura, e apresentam enovelamento rápido em

comparação com moléculas maiores de RNA. Sugere-se que as tetra-alças atuem como

componentes evolutivamente especializados, auxiliando o enovelamento de moléculas

maiores de RNA, pré-organizando estruturas locais e mediando interações terciárias de

longo alcance (96,101,102).

Nesta seção, o ELViM será empregado para analisar trajetórias de enovelamento

da tetra-alça GCAA, com o objetivo de caracterizar a superfície de energia, descrever as

rotas de enovelamento e identificar os ensembles de estados de transição.

4.2.1 Sistema analisado

A tetra-alça GCAA (gcGCAAgc) apresenta uma estrutura secundária do tipo

haste-alça, na qual a haste é formada pelo pareamento de bases complementares e a

alça consiste em quatro nucleotídeos. Sua estrutura terciária é ilustrada na Figura 11.a,

enquanto a Figura 11.b exibe um mapa de contatos com as interações de pareamento e

empilhamento características da estrutura nativa.

Nesta seção, serão analisadas trajetórias de dinâmica molecular clássica, simuladas

no supercomputador PSC ANTON-1 (103), pelo grupo do Dr. Angel Garcia (Los Alamos

National Laboratory, Los Alamos, EUA). Serão consideradas cinco trajetórias independen-

tes, totalizando cerca de 120 µs, obtidas com um modelo contendo todos os átomos pesados

e solvente explícito. Todas as simulações partiram de estados desnaturados, arbitrariamente

selecionados a partir de simulações anteriores de REMD (104). A tetra-alça foi posicionada

em uma caixa cúbica contendo 6.428 moléculas de água TIP3P, 133 íons K+ e 125 íons Cl−
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(com concentração aproximada de 1 M de KCl em excesso), resultando em um sistema com

19.741 átomos. O sistema foi simulado em condições NVT a uma temperatura de 350 K,

com o campo de força AMBER-99 para ácidos nucleicos (105), acrescido de modificações

propostas por Chen e Garcia (104). O controle de temperatura foi realizado utilizando o

termostato de Nosé-Hoover (106,107), com um passo de integração de 2 fs. Mais detalhes

computacionais sobre as simulações podem ser encontrados na referência (62).

Para a projeção ELViM, foram selecionados um a cada quinze quadros da simulação.

Além disso, as transições entre os estados desnaturado e enovelado foram amostradas

sequencialmente, resultando em 28.560 pontos na projeção. Na figura 11.c, as conformações

selecionadas para a projeção ELViM são indicadas por pontos azuis e as linhas verticais

tracejadas separam as diferentes simulações independentes. A trajetória oscila entre estados

desnaturados (Qw ∼ 0,35) e enovelados (Qw ∼ 0,6). Foram amostradas 32 transições entre

os estados desnaturado e enovelado. Os valores mais baixos de Qw observados para o

estado enovelado são devido, em parte, à escolha do parâmetro σ0, sendo adotado o mesmo

formalismo aplicado na métrica de similaridade do ELViM. A evolução temporal das

coordenadas de reação usuais, RMSD e Rg, são mostradas na Figura C.1 (Apêndice C).

Figura 11 – (a) Estrutura cristalográfica (PDB:1ZIH) da tetra-alça GCAA. O esquema
de cores indica a base nitrogenada de cada nucleotídeo, sendo amarelo para
adenina (A), vermelho para citosina (C) e azul para guanina (G). (b) Mapa de
interações da estrutura nativa. Os pareamentos são indicados em azul, acima
da diagonal principal, e os empilhamentos são mostrados em vermelho, abaixo
da diagonal. (c) Evolução da similaridade à estrutura cristalográfica, Qw, para
as cinco trajetórias de MD. que estão separadas por linhas pontilhadas na
vertical. As conformações selecionadas para a projeção ELViM são mostradas
como pontos azuis.

Fonte: Adaptada de (62).

Para o cálculo da dissimilaridade (Eq. 2.1), foram consideradas as posições de todos

os átomos exceto hidrogênios. O parâmetro σi,j (Equação 2.2) foi ajustado para:

σi,j = σ0 max(♣ni − nj♣ϵ , 1), (4.1)
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sendo que ni e nj representam os índices do nucleotídeo i e j, respectivamente, σ0 = 1 Å e

ϵ = 0,15. Nesse modelo, σi,j assume o valor de 1 Å para átomos pertencentes ao mesmo

nucleotídeo e aumenta gradativamente com a distância ao longo da cadeia.

4.2.2 Resultados

Aplicando o ELViM às conformações selecionadas, obtém-se o espaço de fase efetivo

representado na Figura 12.a, na qual os pontos estão coloridos de acordo com os respectivos

valores de Qw. A Figura C.1 (Apêndice C) reproduz esse espaço de fase efetivo com os

pontos coloridos de acordo com os valores de RMSD e Rg. Para ilustrar a organização

desse espaço, quatro conformações, arbitrariamente selecionadas, são indicadas por setas.

Figura 12 – Espaço de fase efetivo projetado pelo ELViM. (a) Os pontos foram coloridos de
acordo valores de Qw, calculada em relação à estrutura cristalográfica (PDB:
1ZIH). Quatro conformações são mostrada para ilustrar diferentes níveis de
enovelamento ao longo do espaço de fase efetivo. (b) Análise LCS para as
regiões de alta densidade de pontos. Cada LCS indicado é formado por 30
conformações, mostradas como pontos vermelhos na projeção. As bases são
mostradas em cartoon, para facilitar a visualização das orientações relativas,
seguindo o mesmo esquema de cor da Figura 11. (c) Mapa de interação média
para cada LCS. Os mapas indicam a frequência das interações de pareamento
e empilhamento calculadas para cada LCS.

Fonte: Adaptada de (62).

Seis regiões de alta densidade de pontos foram escolhidas para análise das LCSs

(Seção 3.2.2). Na Figura 12.b, cada LCS é composta por trinta conformações, que estão
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destacadas em vermelho sobre a projeção em cinza. Nessa figura, as bases estão represen-

tadas em cartoon para facilitar a visualização das orientações relativas. As LCSs (i) e (ii)

pertencem à bacia de estados desnaturados, enquanto (iii) a (vi) estão associadas à bacia

de estados enovelados. Esse resultado evidencia a eficiência do ELViM na identificação

e agrupamento de conformações similares de RNA. Neste caso, uma maior variabilidade

estrutural é observada apenas para a LCS (ii).

Para o RNA, as LCSs serão caracterizadas com base no pareamento e empilhamento

das bases. Para isso, o pacote computacional Barnaba (108) foi utilizado para classificar as

interações de pareamento e empilhamento de cada conformação. Mapas de interação média

foram obtidos realizando-se a média das interações presentes em todas as conformações de

uma LCS. A Figura 12.c mostra o resultado para as seis LCSs selecionadas (Figura 12.b).

Nestes mapas, o valor 1 indica que a interação ocorre em todas as conformações do

grupo, enquanto valores próximos a zero indicam que apenas algumas conformações no

grupo realizam a interação. Esse caso pode ocorrer devido a erros e distorções intrínsecos aos

métodos de projeção multidimensional (pontos mal projetados) (26), à alta heterogeneidade

conformacional ou, ainda, como consequência da adoção de valores de corte (cut-off ) nos

critérios de classificação das interações.

Os mapas de interação média (Figura 12.c) indicam que as conformações na LCS

(i) apresentam a haste parcialmente formada e alça colapsada, com L4 empilhado sobre g1.

A LCS (ii) também é composta por conformações colapsadas, com pareamento entre g7 e

L1, e L3 empilhado sobre L1. As LCSs (iii) a (vi) abrangem a bacia nativa e consistem em

diferentes conformações parcialmente enoveladas, com haste bem definida e variações nas

interações da alça, incluindo empilhamentos nativos e não-nativos.

Para comparar a superfície de energia efetiva gerada pelo ELViM com métodos

usuais, a Figura 13 apresenta a projeção da energia livre nas coordenadas de reação Qw e

RMSD (109). A superfície de energia livre obtida (Figura 13.a) apresenta dois mínimos

principais, sendo um para o estado desnaturado e outro para o estado nativo. Os pontos

pertencentes ao mínimo do estado enovelado foram selecionados e destacados em vermelho,

sobre os outros pontos em cinza, na Figura 13.b.

Esses pontos também são indicados na projeção ELViM (Figura 13.c), onde se

dispersam em diferentes grupos dentro da bacia do estado enovelado. Cada um desses

grupos foi selecionado e as conformações pertencentes a cada um foram sobrepostas e

indicadas no grupos R1 a R7. Nesses grupos, a figura à esquerda mostra o sulco menor

da haste, enquanto a figura à direita mostra o sulco maior. Os números entre parenteses

indicam o número de conformações sobrepostas e circuladas na projeção.

A análise desses grupos, mostra que o ELViM possui uma resolução maior ao

distinguir conformações tanto pelo alinhamento do esqueleto de açúcar-fosfato, quanto
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Figura 13 – Comparação do ELViM com superfície de energia livre efetiva projetada
em coordenadas de reação usuais. (a) Superfície de energia baseada nas
coordenadas de reação QwxRMSD. (b) Os pontos do mínimo contendo o
estado nativo foram selecionados arbitrariamente e destacados na projeção
ELViM. (c) As conformações pertencentes a diferentes grupos na projeção
são indicadas superpostas com o sulco menor mostrado à esquerda e o maior
à direita. O número de conformações em cada grupo está indicado entre
parênteses.

Fonte: Adaptada de (62).

pela orientação relativa das bases na alça. Por exemplo, a base L2 está orientada em

direção ao sulco maior nos grupos R1, R2, R3, R5 e R7, enquanto nos demais grupos está

voltada para o sulco menor. O grupo R6 apresenta um alinhamento estrutural marcante,

com 655 conformações sobrepostas, formando uma região coesa e densamente populada na

projeção ELViM. Em contrapartida, alguns pontos se dispersam, não constituindo grupos

bem definidos na projeção.

Para caracterizar as regiões de maior densidade e possíveis rotas conectando tais

regiões, o KDE com núcleo gaussiano (Seção 2.3) foi novamente utilizado para estimar

a densidade de estados efetiva da projeção. A Figura 14.a apresenta o resultado, com os

pontos coloridos de acordo com a densidade local. Neste caso, quatro rotas distintas –

indicadas pelas setas curvas e nomeadas tA, tB, tC e tD – conectam as bacias dos estados

desnaturado e nativo.

Para verificar a consistência destas rotas, as 32 transições amostradas foram

analisadas em detalhes. Para isso, as conformações pertencentes às transições foram

coloridas de acordo com a evolução temporal sobre o espaço de fase efetivo em cinza, de

modo a permitir uma visualização da rota seguida. Como exemplo, uma transição foi
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Figura 14 – Densidade de estados e rotas de enovelamento. (a) Densidade de estados
calculada através de KDE gaussiano. Cada ponto foi colorido com o valor local
da densidade estimada. As setas indicam quatro rotas que ligam as bacias
dos estados desenovelado e enovelado. (b) Uma transição seguindo cada rota
é mostrada, com os pontos selecionados coloridos de acordo com a evolução
temporal. (c) Detalhe da evolução temporal da coordenada Qw durante as
transições indicadas.

Fonte: Adaptada de (62).

escolhida para cada rota e as conformações envolvidas foram destacadas sobre a projeção

ELViM, sendo coloridas de acordo com a sequência temporal de amostragem (Figura

14b). Além disso, a Figura 14c, mostra em detalhe, a evolução de Qw durante a transição

indicada.

Desta análise, observa-se que transições partindo de qualquer parte da bacia de

estados desnaturados podem seguir por uma das quatro rotas destacadas e atingir diferentes

pontos da bacia do estado nativo. No entanto, não são observados saltos ou mistura de rotas

na região de transição. Deste modo, todas as 32 transições podem ser classificadas como

pertencentes a uma das quatro rotas indicadas. Especificamente, o número de transições

que seguiram as rotas tA, tB, tC e tD foi igual a 10, 5, 8 e 9, respectivamente. A mesma

análise para as demais 28 transições é apresentada nas Figuras C.2 e C.3 do Apêndice C.

Selecionando os pontos na região que conecta as bacias do estado nativo e desna-

turado, obtém-se os ensembles de estados de transição (TSE, do inglês Transition-State

Ensemble). Note que cada TSE é composto por conformações que foram amostradas em

diversas transições e classificados em uma mesma rota de acordo com a métrica do ELViM.

As conformações presentes em cada TSE foram manualmente selecionadas e caracterizadas
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através das interações presentes em cada grupo, como apresentado na Figura 15. É impor-

tante observar que a definição de cada região é arbitrária, devido à ausência de limites na

projeção que definam tais regiões. Dessa forma, ao se mudar os limites aqui estabelecidos,

pequenas alterações poderiam ocorrer no mapa de frequência mostrado. No entanto, as

assinaturas de cada região, definidas pelas interações de maior frequência, são robustas a

pequenas variações nas fronteiras dos ensembles.

Figura 15 – Análise dos ensembles de estados de transição. (a) TSE para cada rota de
enovelamento mostrada na figura 14 foi selecionado observando a densidade
de estado e as transições amostradas. (b) Mapa de interação média para cada
TSE. O mapa de interações do estado nativo (N) é reproduzido novamente
para facilitar a comparação.

Fonte: Adaptada de (62).

A análise da Figura 15 mostra que o TSE tA é o único que apresenta pareamento

entre as bases L1-L3. Neste TSE, embora o par de bases c2-g7 esteja bem definido, o

primeiro par da haste ainda não está bem formado. As interações de empilhamento nativas,

com exceção de L4-L3, possuem frequência significativa. Além disso, o empilhamento de

bases não-nativo L1-g7 está presente. Para o TSE tB, apenas o pareamento c2-g7 está

formado na maioria das conformações, que apresentam três empilhamentos não-nativos

(L1-g7, L1-L3 e L2-L4). Os TSEs tC e tD têm em comum o pareamento das bases L1-L4 e

o empilhamento não-nativo L4-g7, mas falta o empilhamento nativo L3-L2. A haste está

melhor formada em tC do que em tD. O empilhamento não-nativo L1-L3 está presente nos

TSEs tB e tC , mas não em tD.

Chen e Garcia (104), a partir de análise de trajetórias obtidas por REMD, iden-

tificaram duas rotas distintas de enovelamento para a tetra-alça GCAA. Na primeira

rota, ocorre o pareamento L1-L4 após o colapso da alça, e o enovelamento prossegue

rapidamente. Na segunda rota, um pareamento não-nativo é formado primeiro entre L1 e

L3. Tal pareamento deve ser quebrado e L3 se afastar para que o pareamento nativo L1-L4

possa se formar. A análise realizada revela que o TSE (tA) é caracterizado pelo pareamento

L1-L3, enquanto que (tC) e (tD) são caracterizados pelo pareamento L1-L4. Em contraste,

a maioria das conformações no TSE (tB) não possui nenhum desses pareamentos.
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4.2.3 Discussão

Neste estudo, o ELViM foi utilizado, pela primeira vez, para investigar o relevo de

energia de uma molécula de RNA, a tetra-alça GCAA. Os resultados obtidos demonstram

que o método possui boa capacidade de agrupamento de estruturas semelhantes e manu-

tenção de aspectos globais, como a variação suave de coordenadas de reação. Notavelmente,

a comparação com a superfície de energia livre (QW xRMSD) demonstra que o ELViM

proporciona maior resolução estrutural, agrupando conformações com melhor alinhamento

tanto do esqueleto de açúcar-fosfato quanto da orientação das bases nitrogenadas. Por

fim, a análise das rotas de enovelamento na projeção permitiu a identificação de quatro

ensembles de estados de transição que conectam as bacias desnaturada e nativa. Esses

ensembles acrescentam detalhes estruturais às rotas de enovelamento previamente descritas

por Chen e Garcia (104), reforçando a utilidade do ELViM na investigação da dinâmica

conformacional e enovelamento de RNA.

4.3 ANÁLISE DO MECANISMO DE ENOVELAMENTO DO RIBOCOMUTADOR

SAM-II

O ribocomutador SAM-II, localizado na região 5' não codificadora do mRNA de

genes da biossíntese da metionina em proteobactérias alfa (110), regula a expressão gênica

em resposta à ligação da S-adenosilmetionina (SAM) (110). Sua estrutura, um pseudonó

do tipo H (Figura 10.b)(111,112), compreende um aptâmero de alta especificidade para

SAM e uma plataforma de expressão na extremidade 3' (A46-G51), contendo a sequência

Shine-Dalgarno de início da tradução.

Ao se ligar à SAM, o ribocomutador SAM-II sofre uma mudança conformacional

que compacta a estrutura de pseudonó, sequestrando a sequência Shine-Dalgarno. Con-

sequentemente, a ligação do ribossomo a expressão dos genes a jusante é interrompida

(111,113). Na ausência da SAM, por outro lado, o ribocomutador assume uma conformação

parcialmente enovelada (ou parcialmente aberta) (113–115), permitindo a expressão dos

genes a jusante ao expor a sequência de início da tradução.

No SAM-II, o pseudonó é formado por duas hélices do tipo Watson-Crick, P1 e

P2a, pela hélice P2b, e pelas alças L1 e L3 que interagem, respectivamente, com o sulco

maior de P2b e com o sulco menor de P1 (Figura 16.a-b). Adicionalmente, a alça L3 possui

quatro adeninas não pareadas, que se empilham entre si na estrutura terciária e formam

múltiplas interações de hidrogênio com o sulco menor da hélice P1. No entanto, conforme

descrito por Gilbert e colaboradores (111), embora a interação entre P1 e L3 se assemelhe

a um motivo A-menor, as adeninas em L3 não formam interações triplas planares, mas

apresentam uma torção de aproximadamente 70° em relação a P1, permitindo a interação

com pares de bases sucessivos da hélice. Este motivo estrutural é denominado A-minor

twist. Interações de hidrogênio não usuais resultantes deste motivo são indicadas por linhas
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pontilhadas na Figura 16.a.

Evidências experimentais e estudos computacionais sugerem que a estrutura terciá-

ria do SAM-II depende da presença do ligante e da estabilização por íons Mg2+ (114–117).

Além disso, esses íons desempenham um papel crucial na pré-organização do estado parci-

almente aberto, favorecendo a ligação da SAM (114). No entanto, o mecanismo exato pelo

qual esses íons influenciam o enovelamento e a pré-organização do estado parcialmente

aberto não está totalmente esclarecido. Nesta seção, o ELViM será empregado na análise de

trajetórias de enovelamento do SAM-II, com o intuito de investigar em detalhes atomísticos

o enovelamento do ribocomutador e sua interação com íons Mg2+.

4.3.1 Sistema analisado

As trajetórias que serão analisadas foram obtidas pelo grupo da Dra. Susmita Roy

(IISER Kolkata, Índia) utilizando-se um modelo baseado em estrutura (SBM, do inglês

Structure Based Model) (118, 119). Tal modelo, proposto por Hayes e colaboradores (120),

considera todos os átomos pesados do RNA e incluí íons de Mg2+ de forma explícita,

enquanto trata os íons monovalentes, K+ e Cl−, implicitamente. O sistema foi simulado em

uma caixa cúbica de comprimento 75 nm, com condições de contorno periódicas aplicadas.

Cada simulação foi executada por 200 milhões de passos de integração, utilizando dinâmica

de Langevin em regime subamortecido, com passo de integração de 0,001 τR. Cargas

efetivas de −1 são utilizadas para cada grupo fosfato e de +2 para cada íon Mg2+. Para

partículas explícitas, foi utilizada uma massa reduzida de 1 µR e um coeficiente de arrasto

de 1 τ−1
R . Os parâmetros reduzidos são: τR = 2 ps, µR = 15 uma, TR = 3, 75 K, ϵR = 3, 75

kJ/mol. Mais detalhes sobre o modelo e conjunto de parâmetros utilizados são descritos

nas referências. (121,122).

Para explorar completamente o espaço de fases do SAM-II, foram realizadas 28

trajetórias, cada uma contendo 200 milhões de passos de integração, com temperaturas

efetivas entre 96,5TR e 107,0TR e concentração de Mg2+ igual a 2 mM. Todas as trajetórias

partiram do estado enovelado na ausência da SAM, e cinco transições completas (enovelado

até completamente estendida) foram amostradas com equilibração suficiente. Devido à

ausência do ligante, a hélice P2a atinge apenas um estado parcialmente estruturado (123).

Dessas simulações, 19.005 conformações foram selecionadas de 16 trajetórias (96,5TR

≤ T ≤ 104,6T TR) para compor a projeção ELViM. Mais detalhes sobre a metodologia

são dados no Apêndice C.

Para o cálculo da matriz de dissimilaridade, algumas adaptações também foram

necessárias. Devido à importância da orientação das bases na estrutura dos RNAs, a

análise da similaridade não pode se limitar ao esqueleto principal da molécula. Além disso,

devido ao grande número de átomos presentes no ribocomutador, foi proposto calcular a

dissimilaridade utilizando um modelo do tipo coarse-grain (CG). Para isso, foi utilizada
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a ferramenta Coarse Grain Builder (124), implementada no VMD (82), para criar, para

cada conformação amostrada, uma representação contendo três átomos virtuais localizados

no centro de massa dos grupos fosfato, ribose e base nitrogenada. A Figura 16.c ilustra

o modelo obtido sobreposto à estrutura tridimensional. Por fim, a dissimilaridade foi

calculada utilizando o parâmetro σi,j conforme definido pela equação 4.1.

4.3.2 Resultados

Figura 16 – (a) Estrutura secundária do SAM-II. O SAM-II possui estrutura de pseudonó
do tipo H. Adeninas da alça L3 interagem com o sulco menor de P1, formando
o motivo A-minor twist. Interações de hidrogênio não usuais nos pareamentos
são indicadas por linhas pontilhadas (111). (b) Estrutura cristalográfica (PDB:
2QWY, cadeia A) (111). (c) Modelo “coarse-grain” utilizado para calcular a
dissimilaridade: pseudoátomos correspondem aos centros de massa do fosfato,
ribose e base nitrogenada. (d) Evolução temporal de Q para conformações
selecionadas para a projeção ELViM. As trajetórias foram concatenadas em
ordem crescente de temperatura efetiva. (e) Projeção ELViM para as trajetórias
de enovelamento do SAM-II. São indicadas as bacias correspondentes aos
estados desenovelado (D), parcialmente enovelado (PE) e enovelado (E).
O círculo pontilhado destaca a região da transição D-PE, que contém o
ensemble de estados de transição. (f) A densidade de estados, estimada por
KDE com núcleo gaussiano, é representada por um mapa de curvas de nível.
Regiões de alta densidade foram selecionadas para análise LCS. Para facilitar
a visualização, apenas a estrutura centroide é indicada.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Nesta seção, será analisado o espaço conformacional efetivo gerado pelo ELViM a

partir das trajetórias de desenovelamento da forma não ligada do SAM-II. Os valores de

Q, calculados para cada conformação selecionada em relação à estrutura cristalográfica,

são indicados na Figura 16.d, com as trajetórias concatenadas em ordem crescente de

temperatura efetiva.

A Figura 16.e ilustra o espaço de fases efetivo gerado pelo ELViM, com os pontos

coloridos de acordo com os respectivos valores de Q. Valores de RMSD para as conformações

selecionadas, assim como a projeção ELViM colorida com base em tais valores, são

apresentados na Figura C.5 (Apêndice C). Nesta projeção, são identificadas três regiões

distintas: a bacia do estado enovelado (E: Q > 0, 8, em vermelho), uma região central

correspondente ao estado parcialmente enovelado (PE: 0, 2 < Q < 0, 8, com coloração

variando do azul claro ao laranja) e a bacia do estado desnaturado (D: Q < 0, 2, em azul

escuro).

Figura 17 – Transições entre D e PE para o SAM-II. Cinco transições foram amostradas
sob regime de equilíbrio. Na linha superior, é indicada a evolução temporal de
Q ao longo das transições. O Eixo horizontal corresponde à evolução temporal
das simulações. Na linha inferior, conformações sequencialmente amostradas
nas transições são coloridas na projeção de acordo com a evolução temporal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Notavelmente, nesta projeção, a bacia D concentra-se em uma região que se curva

em direção ao corpo principal da projeção e está conectada a ele por meio de uma

região estreita (indicada por uma circunferência pontilhada). Esta região contém o TSE

para a transição entre as bacias D e PE. Por outro lado, a bacia E está conectada à

região PE através de uma área ampla, sugerindo a existência de grande heterogeneidade

conformacional do estado parcialmente enovelado e de diversas rotas para a transição

PE-E. A seguir, o TSE da transição D-PE, denominado simplesmente TSE, será analisado

em detalhes.

A Figura 16.f apresenta a densidade de pontos na projeção, estimada por KDE de

núcleo gaussiano, e a análise das assinaturas LCSs para algumas regiões de alta densidade.
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Nessa análise, todos os pontos contidos na curva de nível com maior densidade local foram

selecionados e apenas a estrutura centroide foi mostrada, para facilitar a visualização da

estrutura do RNA.

Partindo da bacia D, a LCS (i) representa uma região ocupada por conformações

totalmente estendidas, enquanto a LCS (ii) indica estados mais colapsados, nos quais

o segmento central de P1 se aproxima de L3. Considerando a bacia PE, as LCSs (iii)

a (vii) ilustram a heterogeneidade estrutural do estado parcialmente enovelado, no qual

grande parte das interações de pareamento/empilhamento presentes no motivo A-minor

twist estão estabelecidas (hélice P1 e as interações terciárias entre P1-L3). Adicionalmente,

nota-se que ao se aproximar da bacia E (LCSs (iii) a (vii)), aumenta-se o número de

pareamentos na hélice P2b e de interações P2b-L1, com a extremidade 3' assumindo

diferentes orientações em relação à hélice P1. Finalmente, a LCS (viii) representa o estado

enovelado, no qual a hélice P2a está parcialmente formada. Esta região, que é a última a se

formar, contém o sítio de ligação do ribossomo, sendo portanto a conformação responsável

por interromper o início da tradução dos genes a jusante.

Para as trajetórias analisadas, cinco eventos de desenovelamento foram identificados

em partes das trajetórias suficientemente equilibradas. A Figura 17 ilustra estas transições,

indicando a ordem sequencial das conformações envolvidas. Para cada transição, o gráfico

superior apresenta a evolução sequencial de Q, enquanto o painel inferior exibe essa evolução

na projeção ELViM. Todas as transições passam pelo TSE sem saltos, confirmando a

hipótese de um TSE bem definido. No entanto, um número maior de eventos seria necessário

para excluir outros caminhos de menor probabilidade.

A Figura 18.a mostra uma aproximação da região TSE, na qual seis sub-regiões

foram arbitrariamente selecionadas e LCSs foram geradas, cada uma com cinco confor-

mações. De modo geral, as LCSs indicam que o enovelamento se inicia por interações

entre o segmento interno de P1 e a alça L3, seguidas pela formação da hélice P1 e demais

interações P1-L3.

A LCS (ti) (Figura 18.a) representa uma região ocupada por conformações que,

apesar de sugerir um colapso inicial, possuem poucas interações significativas. Por sua

vez, a LCS (tii) indica uma aproximação entre a alça L3 e o segmento interno de P1,

permitindo a formação residual de interações de pareamento de bases entre P1 e L3 (Figura

18.b). Essas interações tornam-se ligeiramente mais pronunciadas nas LCSs (tiii) e (tv),

que apresentam as extremidades 3' e 5' assumindo diferentes orientações sem, no entanto,

formar interações significativas. Nessas regiões, as adeninas desemparelhadas na alça L3

começam a apresentar algumas das interações de empilhamento nativas.

Nas regiões do TSE representadas pelas conformações (tiv), (tvi), os pareamentos

mais frequentes incluem G28–A35/A36 e C27–A36/A37. Essas interações, juntamente

com o empilhamento das adeninas em L3, contribuem para estabilizar a região central.
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Em seguida, a extremidade 5' dobra-se sobre este núcleo, permitindo a formação dos

pareamentos de bases da hélice P1 (G3–C29, C4–G28, G5–C27) e das interações terciarias

do motivo A-minor twist. Por fim, a LCS (tvii), localizada no início da bacia PE, mostra

esse motivo parcialmente formado, estando presentes os pareamentos nativos da hélice P1,

parte das interações P1-L3, além dos empilhamentos nativos característicos do A-minor

twist.

Figura 18 – Densidade de estados e LCSs para a transição D-PE. (a) A região do estado
de transição (TSE) foi dividida em seis sub-regiões, representadas pelas LCSs.
Cada LCS é composta por cinco conformações sobrepostas. (b) Mapa de
interação média para cada sub-região. As interações de pareamento e empi-
lhamento de cada conformação foram identificadas pelo programa Barnaba
(108) e a média foi calculada considerando todas as conformações de cada
sub-região. O mapa de interações da estrutura nativa (N) é apresentado para
comparação.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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De forma complementar, foram analisados mapas de interação média para intervalos

definidos da coordenada Q, considerando todas as 28 simulações. As conformações foram

agrupadas em intervalos iguais de Q = 0,1, e a interação média foi calculada para cada

intervalo. O resultado dessa análise está apresentado na Figura C.6 do Apêndice C. Observa-

se que as interações relativas ao motivo A-minor twist se completam até Q = 0,4. Para

Q > 0,4 iniciam-se os pareamentos na hélice P2b, seguidos pelas interações do pseudonó

P2b-L1. Quando Q > 0,9, o pareamento C16-G50 na hélice P2a torna-se significativo,

levando à formação parcial dessa hélice.

Para realizar uma comparação qualitativa, também foi projetado o espaço confor-

macional efetivo utilizando o método PCA. O PCA foi aplicado às coordenadas cartesianas

ponderadas pela massa de todos os átomos pesados. Efeitos de translação e rotação foram

removidos por meio da centralização das coordenadas na estrutura média, refinando esse

processo até atingir convergência. A superfície PCA resultante é apresentada na Figura

C.7 do Apêndice C. As posições das conformações representativas indicadas na Figura

16.f são também mostradas nas duas projeções (Figura C.7.b) . Nota-se que, em ambas as

projeções, as conformações representativas exibem uma distribuição relativa semelhante.

No entanto, as bacias PE e E são mais compactas na projeção PCA, enquanto a bacia D e

o TSE apresentam uma distribuição mais difusa.

A mesma análise foi realizada para as conformações representativas do TSE (Fi-

gura 18.a), conforme apresentado na Figura C.7.c. Nesse caso, a projeção PCA mantém

parcialmente as orientações relativas das LCSs, como visto na projeção ELViM, ocorrendo

sobreposição entre alguns grupos. O caso mais notável refere-se a LCS (tviii), cuja estrutura,

embora próxima ao estado parcialmente enovelado, aparece no PCA mais distante da

bacia enovelada e parcialmente misturada com outras LCSs mais desestruturadas. Esse

contraste destaca as vantagens do ELViM, que, em suma, facilita a identificação da região

do estado de transição e fornece uma caracterização mais detalhada da bacia PE, incluindo

os múltiplos mínimos locais ocupados por estruturas parcialmente enoveladas.

4.3.2.1 Interação com íons Mg2+

Para investigar o papel dos íons Mg2+ na estabilização da estrutura do SAM-II, a

população média de Mg2+ associada a cada grupo fosfato será analisada. Para isso, foi

quantificado, para cada quadro da simulação, o número de íons Mg2+ localizados a uma

distância inferior a 8 Å do centro de cada grupo fosfato. A população de Mg2+ média foi

obtida utilizando-se todas 28 simulações, conforme detalhado no Apêndice C.

Para analisar como a população desses íons varia ao longo da coordenada de reação,

os quadros simulados foram agrupados em um histograma contendo 20 intervalos idênticos

em Q. Para cada intervalo, o número médio de íons Mg2+ dentro da distância limite de

cada grupo fosfato foi calculado. O resultado é mostrado na Figura 19.a, sendo que o eixo
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Figura 19 – Evolução do número médio de íons Mg2+ por grupo fosfato ao longo de Q. (a)
O número médio de íons Mg2+em torno de cada grupo fosfato foi determinado
em 20 intervalos da coordenada Q. O eixo x corresponde ao índice de cada
grupo fosfato, enquanto o eixo y representa os intervalos na coordenada Q,
e o número médio de íons é indicado pelo código de cores. (b) Estruturas
secundária e terciária, destacando os resíduos com maior visitação de íons
Mg2+.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

horizontal representa o índice do grupo fosfato, o eixo vertical mostra os intervalos em Q

e o mapa de cores indica a população média de íons Mg2+ em cada intervalo. Dessa forma,

é possível analisar como a população média em torno de cada resíduo evolui ao longo da

coordenada de reação.

A primeira linha, na parte inferior do histograma (Figura 19.a), corresponde ao

intervalo 0 < Q < 0,05 (cadeia totalmente estendida), no qual o número médio de íons

Mg2+ é insignificante em torno de todos os grupos fosfato. Conforme o enovelamento

progride, por volta de Q ≈ 0,2, o número médio de íons Mg2+ aumenta significativamente

em três grupos formados pelos resíduos G5-C7 e C27-G28 da hélice P1, e A37-G39 da alça

L3. Para facilitar a visualização, esses mesmos grupos foram destacados, em verde, no

histograma e nas estruturas secundária e terciária (Figura 19.b). Note que esses grupos

correspondem aos primeiros contatos formados na região de nucleação. Para Q ≈ 0,5,

o número médio de íons Mg2+ aumenta para os resíduos G8 da alça L1 e U40-A41 da

hélice P2b (destacados em magenta), próximo ao sítio de ligação da SAM. Finalmente,

durante a transição PE-E, Q ≈ 0,8, o número médio de íons Mg2+ aumenta em três regiões

adicionais: resíduos U12-A14 da alça L1, G17-U18 e A46-A48 da hélice P2b.

É importante notar que apenas na região Q > 0,9 as conformações são representa-
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tivas do estado enovelado, sendo a estrutura terciária estabilizada pelos íons de Mg2+. A

análise global da distribuição de íons revela um efeito cumulativo ao longo do processo

de enovelamento, sendo os principais sítios de ligação correspondentes às três regiões

destacadas. A população média máxima é observada em torno do resíduo A13, sugerindo

um papel crucial dos íons Mg2+ na estabilização da conformação parcialmente enovelada,

pelo mesmo na ausência do ligante SAM.

A Figura C.8 do Apêndice C, também apresenta esses valores para cada resíduo,

com a média calculada sobre todos os valores de Q. Além disso, essa Figura apresenta

uma análise de contatos entre grupos fosfatos que são mediados por íons Mg2+, conforme

definido no Apêndice C. Essa análise, que foi realizada por Avijit Mainan, mostra que, no

estado enovelado, o contato G28-U38 é mediado por um íon Mg2+, com maior frequência

relativa, em todas as simulações que amostram a transição D-PE. Esse contato parece

sustentar a aproximação da alça L3 à fita interna de P1, favorecendo sua formação e,

posteriormente, contribuindo para a estabilidade do motivo A-minor twist.

4.3.3 Discussão

Neste estudo, o ELViM foi utilizado para investigar o mecanismo de enovelamento

do ribocomutador SAM-II. Os resultados demonstram que a projeção ELViM distingue

as bacias D, PE e E, identificando regiões de transição e evidenciando a heterogeneidade

conformacional do estado PE. Essa descrição está em concordância com resultados prévios

obtidos por técnicas experimentais (113,117,125) e computacionais (114). Ao examinar

as conformações representativas das bacias mais densas, foram descritas as interações de

pareamento e empilhamento presentes em diferentes etapas do enovelamento. Em especial,

foram fornecidos detalhes para a transição D-PE, para a qual as LCSs demonstraram um

aumento progressivo dessas interações, que culmina na formação do motivo A-minor twist

e na estabilização do estado PE.

Além disso, foram analisadas cinco transições entre os estados D-PE, que sugerem

uma rota de enovelamento específica durante o colapso inicial do ribocutador. Embora

eventos adicionais de enovelamento sejam necessários para descartar outras rotas menos

prováveis, o caminho proposto é compatível com evidências descritas na literatura. Por

exemplo, Haller e colaboradores (113) sugeriram, com base em dados de RMN e smFRET,

que os íons Mg2+ estabilizam o segmento P1-L3, favorecendo a formação da hélice P1,

bem como a estabilização da alça L1 e do sítio de ligação. A estabilização completa da

estrutura ocorre, após a ligação da SAM, com a formação da hélice P2a. Experimentos

de sondagem química (chemical probing) (111) demonstraram que a ligação da SAM

contribui para a estabilização de L1 e P2a/b, enquanto a interação P1-L3 permanece

praticamente inalterada. Esse resultado sugere que essa região já se encontra pré-organizada

na ausência do ligante. Em contrapartida, Xue e colaboradores (126), através de simulações
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de REMD sem íons de Mg2+, relataram uma rota de enovelamento alternativa, na qual a

formação de P2a/b precede a da hélice P1; contudo, essa rota ainda não foi confirmada

experimentalmente.

Por fim, foi apresentada uma análise detalhada das interações RNA–Mg2+. Diversos

estudos têm demonstrado que a presença de Mg2+ é crucial para que o SAM-II atinja sua

conformação enovelada (115,116,125,127,128). Nesse contexto, os sítios preferenciais de

ligação desses íons foram analisados, avaliando a média do número de interações entre

Mg2+ e cada grupo fosfato durante o enovelamento. Os resultados evidenciaram um efeito

cumulativo dos íons, que acompanha as mudanças conformacionais, destacando os sítios

preferenciais em cada etapa. Notavelmente, a maior média de Mg2+, para valores de Q

superiores a 0,8, foi observada nas proximidades dos nucleotídeos U12 e A13 (Figura 19).

Chen e colaboradores (115) demonstraram, por meio de titulação por RMN, que a ligação

de Mg2+ induz perturbações significativas em U12 na forma ligada do SAM-II, facilitando

a formação de novos pareamentos de bases e promovendo interações terciárias entre alças e

hastes, o que impulsiona a transição do estado PE para uma conformação mais compacta.

Por fim, foi sugerido que um contato mediado por Mg2+, entre os resíduos G28 (P1) e

U38 (L3), pode contribuir para a estabilização adicional do motivo A-minor twist.

4.4 CONCLUSÃO

Neste estudo, o ELViM foi aplicado para mapear a superfície de energia e investigar

as rotas de enovelamento de duas moléculas de RNA com tamanhos e complexidades

distintas: a tetra-alça GCAA e o ribocomutador SAM-II. Nesta análise da tetra-alça, a

avaliação das LCSs evidenciou a alta capacidade do método de agrupar conformações

com base tanto na estrutura da cadeia principal de açúcar-fosfato quanto na orientação

das bases, permitindo a identificação de múltiplos ensembles de estados de transição que

conectam as bacias desnaturada e nativa.

No caso do SAM-II, a projeção ELViM distinguiu as bacias conformacionais (D, PE

e E), capturando detalhes do estado de transição D-PE, incluindo a formação progressiva

do motivo A-minor twist. Adicionalmente, foi realizada uma análise detalhada dos sítios

específicos de interação RNA-Mg2+, indicando o efeito cumulativo dessas interações ao

longo do processo de enovelamento e ressaltando seu papel na estabilização da estrutura

terciária, essencial para a função do ribocomutador.

Em síntese, os resultados apresentados reforçam o potencial do ELViM como uma

ferramenta promissora para a análise de simulações de RNA, capaz de fornecer detalhes

sobre os mecanismos de enovelamento e dinâmica conformacional de tais moléculas. Embora

a métrica empregada possa precisar de ajustes para aplicações em sistemas mais complexos,

nossa investigação contribui significativamente para a compreensão dos processos de

enovelamento e abre caminho para novos estudos nessa área.
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5 PROTEÍNAS INTRINSICAMENTE DESORDENADAS

5.1 INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, a hipótese de que uma proteína funcional requer uma estrutura

tridimensional bem definida foi desafiada pela descoberta de partes de proteínas, ou mesmo

sua totalidade, que apresentam alta flexibilidade, permanecendo desordenadas em condições

fisiológicas, pelo menos in vitro (129–131). Essas proteínas são denominadas Proteínas

Intrinsecamente Desordenadas (IDPs, do inglês Intrinsically Disordered Proteins) e as

regiões não estruturadas presentes em proteínas com domínios enovelados são denominadas

Regiões Intrinsecamente Desordenadas (IDRs, do inglês Intrinsically Disordered Regions).

Apesar de sua plasticidade estrutural, essas proteínas desempenham papéis fundamentais

em processos como a transcrição, as vias de sinalização celular, a regulação do ciclo celular

e diversas outras funções (132–135). Por outro lado, a sobreexpressão e agregação de tais

proteínas estão ligados ao surgimento de condições patológicas, tais como câncer e doenças

neurodegenerativas (132,136–139).

Diferente das proteínas globulares, as IDPs não possuem um estado nativo bem de-

finido. Em vez disso, são geralmente descritas por ensembles de estruturas interconversíveis

(132), ou seja, essas IDPs existem como uma coleção dinâmica de conformações distintas

que podem transitar continuamente entre si devido à sua alta flexibilidade. Embora algu-

mas IDPs se comportem como polímeros aleatórios, outras podem exibir algum tipo de

ordem estrutural, representada por ensembles preferenciais, caracterizados por regiões do

espaço de fase separadas por pequenas barreiras energéticas, o que resulta em um contínuo

heterogêneo de estruturas (19, 140). A capacidade de conversão entre esses ensembles

está relacionada à multifuncionalidade das IDPs, já que diferentes ensembles preferenciais

podem estar associados a funções biológicas distintas. Essas funções podem ser ativadas

ou inibidas por modificações pós-traducionais (PTMs), como a acetilação, que induzem

alterações em propriedades físico-químicas, como carga e flexibilidade, remodelando o

relevo energético das IDPs e regulando, assim, sua atividade (19). Além disso, diferentes

ensembles podem ser favorecidos em condições fisiológicas, dependendo de interações com

o meio celular, como solvente, íons ou outras moléculas.

Do ponto de vista da ELT, espera-se que o relevo da superfície de energia das

IDPs seja complexo e altamente rugoso (17), situando-se mais próximo do perfil típico

de um polímero aleatório do que de uma proteína globular com enovelamento “tudo-ou-

nada”. Assim, as IDPs tendem a ser caracterizadas por relevos energéticos com múltiplos

mínimos locais separados por barreiras energéticas possivelmente baixas (17, 19, 141).

Essa característica torna a exploração de seu espaço de fase particularmente desafiadora,
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exigindo o desenvolvimento de novos campos de força, técnicas de amostragem aprimorada

(enhanced sampling) e abordagens integrativas que incorporem dados experimentais para

orientar as simulações computacionais (71,142,143).

Nesse captítulo, o ELViM será utilizado para analisar o relevo de energia de IDPs,

explorando dados de simulações com todos átomos em solvente explícito, modelos coarse-

grain e ensembles obtidos por métodos integrativos. Como a métrica do ELViM pode ser

aplicada considerando apenas os carbonos alfa, é possível construir um espaço efetivo

único, abrangendo diversos ensembles de IDPs. Nesse espaço, os ensembles são organizados

de acordo com a dissimilidade estrutural estimada pelo ELViM, permitindo uma análise

diferencial detalhada.

Primeiramente, essa abordagem será empregada para investigar o impacto de

diferentes níveis de acetilação na cauda desordenada da histona H4. Para isso, serão

introduzidas novas técnicas de análise da projeção ELViM, como o cálculo de entropia

da projeção, para se estimar a heterogeneidade estrutural de cada variante da cauda H4.

Em seguida, o espaço de fase efetivo da histona de ligação H1 será projetado e utilizado

para investigar como o modo de ligação ao nucleossomo influencia as regiões acessíveis

do espaço efetivo. Por fim, o ELViM será utilizado para analisar ensembles estruturais

obtidos por métodos integrativos e depositados no banco de dados denominado Protein

Ensemble Database (PED, proteinensemble.org) (144).

5.1.1 Nucleossomo e Histonas

No núcleo das células eucarióticas, o DNA associa-se a proteínas chamadas histonas,

formando um complexo conhecido como cromatina. Além de sua função estrutural, as

histonas desempenham papéis essenciais na compactação da cromatina, na replicação do

DNA e na regulação gênica (145–148). A cromatina organiza-se em unidades fundamentais

chamadas nucleossomos, conectadas por segmentos de DNA denominados DNA de ligação.

Cada nucleossomo é composto por um núcleo proteico constituído por um octâmero de

histonas, formado por duas cópias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4. Ao

redor desse octâmero, cerca de 146 pares de bases de DNA se enrolam (148), formando em

torno de 1,65 voltas, como ilustrado na Figura 20.a. As histonas do núcleo possuem uma

estrutura composta por um domínio globular altamente conservado e caudas intrinseca-

mente desordenadas localizadas na extremidade amino-terminal, que se estendem para

fora do nucleossomo. Essas caudas permitem interações com regiões ácidas do DNA e com

outros nucleossomos, desempenhando um papel crucial na dinâmica da cromatina.
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Figura 20 – Estrutura do nuclessomo e das histonas H1 e H4. (a) Estrutura do nuclessomo
em complexo com a histona de ligação H1 (PDB: 5NL0). O nucleossomo é
composto por um octâmero central contendo duas cópias de cada umas das
histonas H2A, H2B, H3 e H4. A fita de DNA se enrola sobre o octâmero central
completando aproximadamente 1,65 voltas. A histona de ligação H1 se liga à
parte externa da partícula nucleossomal, contribuindo com a estabilização do
nucleosomo e influenciando na compactação final da cromatina. Apenas os
domínios globures são mostrados para as proteínas. (b) Estrutura prevista pelo
alphafold para histona H4 da espécie homo sapiens (AF-P62805-F1). A figura
evidencia a cauda desordenada presente no domínio amino-terminal (azul) e
o domínio globular presente no carboxi-terminal (vermelho). As principais
lisinas sujeitas a acetilação (K5, K8, K12 e K16) são mostradas como esferas.
(c) Histona H1 (PDB:5NL0) com caudas desordenadas modeladas através do
MODELLER (149).

a) 

b) c)

H1

H4

H2A

H2B

H3

Cauda H4

H4 H1

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

5.2 ANÁLISE DO RELEVO DE ENERGIA DA CAUDA H4 E SUAS FORMAS ACE-

TILADAS

Apesar da alta flexibilidade das caudas H4, estudos teóricos sugerem que seu

relevo energético não seja completamente desordenado, mas revele certa organização

estrutural. Potoyan e colaboradores (150), utilizando simulações REMD com todos os

átomos explícitos, demonstraram que a cauda H4 se desvia do comportamento de cadeia

aleatória, adotando um relevo energético multi-bacias, enriquecido por conformações em

grampos β . Röder e colaboradores (151), utilizando a técnica conhecida como Path
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Sampling (152), também caracterizaram o relevo de energia da cauda H4 como um sistema

multi-funil, composto por cinco mínimos distintos, separados por altas barreiras de energia.

As modificações pós-traducionais (PTMs) nas caudas das histonas do núcleo

desempenham papéis fundamentais na regulação da estrutura da cromatina e da expressão

gênica, impactando processos essenciais como replicação, transcrição e reparação do DNA

(153–155). Essas caudas sofrem diversas PTMs, como acetilação, metilação e fosforilação,

que modulam a dinâmica da cromatina ao controlar o acesso ao DNA. Em particular, a

acetilação na cauda H4 tem sido amplamente investigada devido ao seu impacto significativo

na função e na estrutura geral da cromatina (18,73,151,156–158). Os efeitos de acetilações

específicas também são bem descritos na literatura. Por exemplo, a acetilação da lisina

K16 da cauda H4 impacta fortemente sua heterogeneidade conformacional, reduzindo sua

flexibilidade e promovendo conformações exclusivas, que não são observadas na forma

nativa (156–158).

Nesta seção, o ELViM será aplicado para realizar uma análise diferencial dos

ensembles conformacionais da cauda H4 nativa e suas formas acetiladas. Para isso, um

espaço de fase conformacional efetivo será projetado, permitindo analisar como os ensembles

individuais de cada variante se distribuem por esse espaço efetivo global. Através desta

análise, estados estruturais serão caracterizados e a heterogeneidade estrutural de cada

variante será estimada.

5.2.1 Sistema analisado

Para avaliar o impacto de diferentes níveis de acetilação no relevo conformacional

da cauda H4, serão analisadas simulações atomísticas de dinâmica molecular da cauda H4

em sua forma nativa (N) e de cinco variantes que apresentam diferentes níveis e locais de

acetilação em lisinas. As variantes consideradas são H4-K16ac, H4-K5ac, H4-K8acK16ac,

H4-K8acK12acK16ac e H4-K5acK8acK12acK16ac. Para simplificar a notação, essas variantes

serão denominadas, respectivamente, como A1A, A1B, A2, A3 e A4.

As dinâmicas a serem analisadas foram realizadas pelo grupo do Prof. Dr. Garegin

Papoian (University of Maryland) e publicadas em um estudo prévio (157). As simulações

foram realizadas no pacote AMBER12 e utilizaram o campo de força amber99SB* (159)

para proteínas, ions94 (160) para íons, e TIP3P (161) para água, com condições NVT,

passo de integração de 2 fs e termostato de Langevin. A conformação inicial da forma

nativa da cauda H4 foi obtida de um trabalho anterior (150), e os modelos acetilados foram

preparados a partir dela utilizando a ferramenta xleap do AmberTool12. O sistema foi

simulado através de protocolo de REMD (162), com 60 réplicas entre as temperaturas de

300 K a 450 K. Cada réplica foi simulada por 100 ns, totalizando 6 µs de trajetórias para

cada sistema. Os últimos 90 ns de cada trajetória à temperatura de 300 K foi utilizado

para análise.
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Para obter um espaço de fase efetivo único para todas as variantes, foram consi-

deradas apenas as coordenadas dos carbonos alfa no cálculo da dissimilaridade. De cada

trajetória da cauda H4, selecionou-se uma conformação a cada 14 quadros, após o descarte

dos primeiros 4.000 quadros, considerados uma fase adicional de equilibração. Dessa forma,

foram selecionadas 6.000 conformações de cada modelo, totalizando uma projeção ELViM

com 36.000 conformações.

5.2.2 Resultados

Considerando-se apenas as posições do carbonos alfa da cauda H4 em suas formas

nativa (N) e acetiladas (A1A, A1B, A2, A3 e A4), o ELViM foi utilizado para gerar o espaço

de fase efetivo mostrado na figura 21.a, na qual os pontos foram coloridos de acordo com o

raio de giração (Rg) de cada conformação. Os valores de Rg variam de forma suave através

da projeção ELViM, com valores mais baixos próximo à região centro-esquerda e valores

mais altos na borda superior direita da projeção. A figura 21.b mostra, como exemplo,

uma LCS de cada variante. Cada LCS é composta por 30 conformações sobrepostas, e

as conformações que formam a LCS são destacadas como pontos vermelhos na projeção.

A análise de tais LCSs ressalta a capacidade do ELViM de agrupar estruturas similares,

mesmo no caso de proteínas altamente flexíveis.

Após a projeção do espaço de fase efetivo, é possível analisar como os pontos

correspondentes à cada modelo se distribuem através do espaço global. Esse resultado é

mostrado na figura 21.c, na qual os pontos de cada modelo rotulado são coloridos de acordo

com seus valores de Rg, enquanto as conformações dos outros modelos são mostradas em

cinza. Nota-se que os ensembles de cada variante não estão distribuídos de forma uniforme,

com alguns modelos acessando apenas determinadas regiões do espaço efetivo. Os modelos

N e A2 são os que se encontram mais distribuídos através da projeção, refletindo uma maior

heterogeneidade estrutural. Por outro lado, observa-se que a forma monoacetilada A1A

encontra-se consideravelmente menos distribuída pelo espaço, refletindo uma redução na

heterogeneidade estrutural do modelo. Os modelos A3 e A4 também tendem a concentrar

conformações em regiões específicas do espaço de fase.

A Figura 21.c ainda revela que algumas regiões do espaço efetivo são exclusivamente

ocupadas por um único modelo. O caso mais importante está destacado por um contorno

vermelho e indica região exclusivamente ocupada pelo modelo A1A. Como discutido

anteriormente, tem-se seguerido que a acetilação não apenas afeta a heterogeneidade

conformacional da H4, mas também remodela seu relevo energético, dando origem a novos

mínimos locais. A existência de tais regiões na projeção ELViM mostra que o método possui

sensibilidade de identificar tais conformações exclusivas, separando-as em um agrupamento

específico, sem a necessidade de informação adicional, além de sua métrica usual. Do

ponto de vista biológico, a reorganização de mínimos locais e o surgimento de estruturas
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Figura 21 – Projeção ELViM para cauda H4 nativa e suas formas acetiladas. (a) Espaço
de fase efetivo gerado para o ELViM contendo a forma nativa da cauda H4 e
as formas acetiladas A1A, A1B, A2, A3 e A4. (b) Um LCS de cada variante é
mostrado para ilustrar o espaço gerado. (c) O espaço de fase efetivo de cada
variante é mostrado, colorido com base no raio de giração, sobre todo o espaço
efetivo em cinza.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

exclusivas podem se relacionar a diferentes funções biológicas acessadas por acetilações

específicas.

Devido à importâncias dessas conformações exclusivas e considerando que pequenas

regiões da projeção ELViM possuem uma assinatura conformacional específica, foi proposta

uma métrica, denominada fração de ocupação, para identificar tais grupos ou regiões no

espaço de fase efetivo. Para isso, subdividimos a projeção ELViM em uma grade de 27× 27
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compartimentos e definimos a fração de ocupação, F w
i,j, do modelo w no compartimento

(i, j) como:

F w
i,j =

nw
i,j

Ni,j

, (5.1)

sendo nw
i,j o número de conformações do modelo w no compartimento (i, j) e Ni,j o número

total de conformações presentes nesse compartimento. O número de compartimentos foi

escolhido levando-se em conta o tamanho dos agrupamentos observados no espaço gerado e

a quantidade de pontos contidos na projeção. Dessa forma, F w
i,j é uma medida adimensional

que representa a proporção de ocupação de cada modelo em cada compartimento. Para

evitar vieses associados às bordas da projeção, compartimentos periféricos com estatística

insuficiente foram desconsiderados.

A fração de ocupação de cada modelo analisado é mostrada na Figura 22. Observa-

se que a maioria das regiões do espaço de fase é compartilhada entre todos os modelos, com

cada um apresentando uma fração de ocupação em torno de 0,2. No entanto, cada modelo

também ocupa diferentes regiões do espaço de fase com alta exclusividade. Para o modelo

A1A, identificam-se duas grandes regiões, que abrigam cerca de 5% de suas conformações

em compartimentos com fração de ocupação igual a 1. Para os demais modelos, pequenos

agrupamentos de pontos também apresentam fração de ocupação próxima a 1. Essas

regiões evidenciam conformações que ganham estabilidade devido às PTMs presentes em

cada modelo.

Uma caracterização mais detalhada de cada ensemble é fornecida no Apêndice

D.1. Para tanto, a densidade de pontos em cada espaço efetivo individual foi calculada,

identificando as regiões com alta densidade. Para cada variante, seis LCSs foram extraídos

de regiões de alta densidade ou fração de ocupação elevada. Cada LCS é representado com

20 estruturas alinhadas, e o respectivo mapa de frequência de contato para cada região

selecionada também é apresentado.

A análise dessas regiões revela um padrão interessante: a maioria das áreas com alta

fração de ocupação também coincide com regiões de elevada densidade no relevo projetado

para cada modelo. Vale ressaltar que a projeção ELViM organiza as conformações de forma

contínua, conforme sua similaridade estrutural. Dessa forma, muitas dessas regiões não são

isoladas, sugerindo que conformações semelhantes foram amostradas em outros modelos.

No entanto, o fato dessas regiões exclusivamente ocupadas apresentarem alta densidade

indica que correspondem a mínimos locais específicos de cada variante, reforçando a

hipótese de que a acetilação remodela o relevo energético de cada uma delas.

Por fim, como uma forma de estimar a heterogeneidade conformacional de cada

ensemble, foi calculada a entropia de ocupação de cada modelo sobre o espaço efetivo

gerado pelo ELViM. Para isso, leva-se em consideração a distribuição das conformações
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Figura 22 – Fração de ocupação. O espaço efetivo global foi divido em uma grade com 27x27
e a fração de ocupação de cada variante foi calculada para cada compartimento
da grade.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

nos compartimentos da grade. Especificamente, para cada modelo w, foi estimada a

distribuição de probabilidade de encontrar nw
i,j conformações no compartimento (i, j) como

pw
i,j = nw

i,j/Nw, sendo Nw o número total de conformações do modelo w. A entropia da

projeção é então calculada como:

Hw = −
∑

i,j

pw
i,j ln pw

i,j. (5.2)

Essa grandeza é adimensional e, para o tamanho de grade adotado, atinge um valor

máximo de Hmáx = 6, 59, correspondente à distribuição uniforme das conformações entre

os compartimentos. Para facilitar a comparação entre os modelos, os valores de entropia

foram normalizados pela divisão por Hmáx.

Como discutido no Capítulo 2, o ELViM possui caráter estocástico, estando sujeito

a pequenas variações que, entretanto, não impactam as propriedades globais da projeção

(61, 63). Para estimar a robustez da medida de entropia proposta, foram realizadas 50

projeções ELViM independentes (não mostradas) e a entropia da projeção foi calculada

para cada uma delas, conforme ilustrado na Figura 23.a. A entropia média normalizada e

o desvio padrão de cada projeção são apresentados na Figura 23.b.

Analisando os resultados, observa-se que a forma nativa apresenta a maior entropia

média, enquanto a forma monoacetilada A1A possui a menor, refletindo a maior redução em

seu espaço conformacional acessível. A variante A1B também exibe entropia inferior à da
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forma nativa. Entre os modelos A2, A3 e A4, identifica-se uma leve tendência decrescente.

Contudo, as diferenças são estatisticamente pequenas, com sobreposição das barras de

erro, especialmente entre as variantes A3 e A4.

Figura 23 – Entropia da projeção e heterogeneidade conformacional da cauda H4. (a)
Entropia da projeção calculada para cada variante da cauda H4 em 50 projeções
ELViM independentes. (b) Média e desvio padrão calculados através das 50
projeções.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Em um trabalho anterior, Winogradoff e colaboradores (157) exploraram o espaço

conformacional dessas trajetórias utilizando um método distinto de redução dimensional.

Inicialmente, os autores conduziram uma análise de agrupamento, utilizando como métrica

os valores de RMSD entre pares, seguida por uma projeção PCA para os centros dos grupos

previamente identificados. A heterogeneidade conformacional foi quantificada por meio de

duas abordagens: (i) o cálculo do número de grupos, ordenados por tamanho, necessários

para conter uma determinada fração acumulada das conformações amostradas; e (ii) a

distância média entre o centro de cada grupo e o centro de massa da projeção PCA. Essas

análises indicaram, também, que a variante nativa e A1A apresentam, respectivamente,

a maior e a menor heterogeneidade conformacional. Os autores sugeriram ainda que as

acetilações progressivas promovem uma tendência de redução na heterogeneidade. Embora

não seja possível realizar uma comparação quantitativa direta, os resultados apresentados

aqui estão em concordância qualitativa com os obtidos por Winogradoff e colaboradores.

Como vantagem do método aqui proposto, o espaço efetivo único oferece uma

visualização intuitiva que permite analisar, de forma integrada, a heterogeneidade estrutural

e a presença de conformações exclusivas. Além disso, a estimativa de heterogeneidade não

depende de técnicas de agrupamento, sendo o número de compartimentos da grade o único

parâmetro ajustável, que pode influenciar os resultados.

Conforme discutido anteriormente, a comparação de métodos de projeção multi-

dimensional em sistemas biomoleculares apresenta desafios significativos. A ausência de
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conhecimento prévio da topografia da superfície de energia e a inexistência de uma métrica

absoluta de similaridade estrutural complicam essa tarefa. Contudo, para evidenciar as

diferenças intrínsecas entre os métodos, a Figura D.7 do Apêndice D.1 apresenta uma

comparação dos espaços efetivos gerados por PCA, dPCA (163) e t-SNE (50).

O dPCA consiste na aplicação da PCA aos ângulos diedros, Φ e Ψ, que são mapeados

no círculo unitário por meio das funções seno e cosseno devido à sua periodicidade.

O t-SNE, por sua vez, é uma técnica de redução de dimensionalidade não-linear que

preserva a estrutura local dos dados, otimizando distribuições de probabilidade para

refletir as similaridades entre os pontos. Embora estudos demonstrem a eficácia do t-SNE

na identificação de agrupamentos em ensembles heterogêneos de IDPs, o método prioriza

a preservação da estrutura local, podendo não capturar a organização global da paisagem

conformacional (164).

Ao colorir os espaços efetivos (Figura D.7) pelos valores de Rg, observa-se maior

sobreposição das bacias desnaturada e nativa nas técnicas PCA e dPCA. Em contraste,

o t-SNE segrega o espaço em múltiplos agrupamentos locais, sem organização global em

relação ao raio de giração. Os subespaços ocupados por cada modelo são comparados

na Figura D.8 do Apêndice D.1, sendo também possível observar regiões exclusivamente

populadas, principalmente para a variante A1A, nos espaços projetados por dPCA e t-SNE.

Por fim, a região de maior ocupação relativa de cada modelo foi selecionada para

obter uma LCS, mostrada em todas as projeções na Figura D.9. Apesar de estruturalmente

distintas, as LCSs (A2) e (A1B) são projetadas como sobrepostas pela PCA, enquanto

as LCSs (N) e (A3) se sobrepõem no espaço dPCA. O t-SNE identifica todas as LCSs

selecionadas como agrupamentos distintos, mas não preserva a estrutura global da paisagem

conformacional. O ELViM, por outro lado, não visa a identificação de agrupamentos, mas

parece oferecer maior equilíbrio entre aspectos locais e globais, garantindo a variação suave

de coordenadas de reação ao longo da projeção, mantendo uma organização contínua

das conformações. Isso facilita a comparação dos ensembles e a identificação de regiões

exclusivamente povoadas.

5.3 ANÁLISE DO RELEVO DE ENERGIA DA HISTONA H1

A histona de ligação H1 associa-se ao DNA de ligação e à região de transição

entre o DNA enrolado no nucleossomo e o DNA de ligação (Figura 20). Rica em lisinas e

altamente carregada positivamente, a H1 desempenha um papel essencial na compactação

da cromatina (165,166). Em eucariotos, a H1 é composta por um domínio amino-terminal

curto (NTD), um domínio globular central (GD) e um domínio carboxi-terminal longo e

altamente desordenado (CTD) (167).

O CTD desordenado é crucial para a afinidade da associação da H1 ao nucleossomo,
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além de influenciar diretamente a estruturação e compactação da cromatina (166,168–170).

Para se analisar de forma detalhada os modos de ligação da histona H1 sobre o nucleossomo,

deve-se levar em conta a geometria do nucleossomo. Considera-se que o eixo de simetria do

nucleosomo passa sobre a região central, onde as duas metades do octâmero de histonas

se encontram, e próximo aos pontos de entrada e saída do DNA de ligação. A H1 pode

se associar ao nucleossomo em dois modos distintos: (i) axialmente, ou sobre o eixo de

simetria (on-dyad); e (ii) lateralmente, ou fora do eixo de simetria (off-dyad) (171,172).

Esses diferentes modos de ligação podem variar durante o enovelamento da cromatina,

resultando em distintos níveis de condensação (166,173).

Nesta seção, o ELViM será aplicado para analisar os dados provenientes de uma

simulação computacional de um nucleossomo completo, incluindo a forma completa da

histona H1, previamente descrita por Wu e colaboradores (170). Neste trabalho, os autores

demostraram que a presença do longo domínio desordenado CTD é fundamental para

afinidade da histona ao nucleossomo. Além disso, mostraram através de um histograma

de coordenadas esféricas centradas no nucleossomo, que a histona H1 possui modos

preferenciais de ligação. Nesta seção, uma trajetória obtida para a forma completa da

H1 será revisitada com o objetivo de mapear o espaço conformacional, buscando estados

conformacionais preferenciais. Além disso, o espaço conformacional gerado pelo ELViM

será utilizado para investigar se os modos preferenciais de ligação ao nucleossomos se

relacionam a assinaturas conformacionais específicas.

5.3.1 Sistema analisado

As trajetórias de simulação coarse-grain da histona H1 foram realizadas por Hao

Wu, no grupo do Prof. Dr. Garegin Papoian, e previamente analisadas por outros métodos

(170). Para realizar a simulação, Wu e colaboradores desenvolveram um modelo AWSEM

(174) para simular a H1, incluindo suas extremidades desordenadas, ligada ao nuclessomo

completo. Este campo de força híbrido, denominado AWSEM-DNA, integra o AWSEM

(174), sua ramificação para proteínas intrinsecamente desordenadas AWSEM-IDP (175),

e o campo de força CG de DNA 3SPN.2 (176). A conformação inicial do sistema H1-

nucleossomo foi obtida a partir de uma estrutura experimental (PDB: 5NL0) (177), com os

terminais modelados através do MODELLER (149). Um total de 50 réplicas foi simulado,

utilizando um passo de integração de 5 fs, ensemble NVT e um termostato do tipo Lange-

vin, totalizando 3 µs de trajetórias de produção – correspondendo a, aproximadamente

milissegundos de simulação em escalas atomísticas.

As coordenadas dos carbonos alfa da H1 foram extraídas para as análises neste

estudo. Para a projeção ELViM, foi selecionada uma conformação a cada 13 quadros, após

descartar os 4.000 quadros iniciais, totalizando 30.005 conformações.
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5.3.2 Resultados

O espaço de fase conformacional efetivo gerado pelo ELViM para a histona H1 está

ilustrado na Figura 24.a. Embora a alta flexibilidade das caudas da H1 seja refletida em

uma grande variação nos valores de Rg, o ELViM projeta um espaço conformacional no

qual os valores de Rg variam, novamente, de forma aproximadamente suave por todo o

espaço.

Para ilustrar a variabilidade conformacional no espaço de fase efetivo, a Figura

24.b apresenta cinco LCSs selecionadas de regiões com alta densidade de pontos. Cada

LCS é composta por 20 conformações, que estão destacadas em vermelho na projeção,

e representadas com a extremidade amino-terminal em vermelho. O alto alinhamento

estrutural observado nas vizinhanças de cada LCS sugere a existência de conformações

preferenciais, diferindo do comportamento de um polímero aleatório.

Adicionalmente, o espaço conformacional gerado pelo ELViM foi utilizado para

investigar se o modo de ligação da histona ao nucleossomo se relaciona a assinaturas con-

formacionais específicas. Para isso, foi estabelecido um sistema de coordenadas cilíndricas

centradas no nucleossomo e o espaço em seu entorno foi dividido em seis setores cilíndricos

iguais (setores 1, 3-7), como mostrado na figura 24.c. O setor 0 abrange regiões distantes

do nucleossomo, enquanto o setor 2, adjacente ao núcleo de histonas, compreende o modo

de ligação lateral. Cada quadro da simulação foi atribuído a um setor, de acordo com

código desenvolvido e aplicado por Hao Wu.

Na Figura 24.d, a projeção ELViM é reproduzida e cores distintas são utilizadas

para destacar o setor do qual cada conformação foi amostrada. Considerando todos os

quadros simulados, a frequência de ocupação dos setores foi: setor 0: 10,1%, setor 1:

78,3%, setor 2: 9,8%, setor 3: 1,3%, setor 7: 0,5%. Os setores 4, 5 e 6 não foram visitados

durante a simulação. Dado que a maioria das conformações foi amostrada do setor 1, era

esperado que o espaço de fase efetivo fosse amplamente ocupado por este setor. Entretanto,

é interessante notar que as conformações estão distribuídas por todo o espaço, sendo

ausentes as regiões exclusivamente ocupadas, como observado para os modelos da cauda

H4 discutidos anteriormente. Este resultado sugere que a histona H1 mantém grande

heterogeneidade conformacional, mesmo quando ligada próximo ao eixo de simetria do

nucleossomo. Apesar disso, a densidade de pontos não é homogênea através do espaço

efetivo, sendo possível a identificação de mínimos locais, que refletem a existência de

conformações preferenciais, como mostrado no Apêndice D.2.

Outro resultado interessante é que conformações amostradas nos demais setores

estão restritas a pequenas vizinhanças do espaço de fase. No entanto, não é possível

distinguir se tal restrição na heterogeneidade conformacional resulta, de fato, de preferencias

conformacionais induzidas pela ligação ou efeitos secundários tais como efeitos estéricos ou
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Figura 24 – Espaço de fase conformacional efetivo da histona H1. (a) Projeção ELViM
colorida de acordo com valores de Rg. (c) Assinaturas Conformacionais Locais,
formadas por 20 conformações alinhadas. Conformações selecionadas foram
destacadas em vermelho na projeção. Resíduos próximos ao amino-terminal
foram desenhados em vermelho. (c) O espaço ao redor do nucleossomo foi
dividido em oito setores cilíndricos. (d) Conformações amostradas de cada setor
são exibidas em cores distintas sobre o espaço de fase completo, mostrado
em cinza. Os setores não ilustrados nesta figura indicam aqueles que não
foram visitados durante a simulação. Frequências de ocupação dos setores,
considerando todos os quadros simulados, são: setor 0: 10,1%, setor 1: 78,3%,
setor 2: 9,8%, setor 3: 1,3%, setor 7: 0,5%.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

amostragem limitada dentro desses setores. Vale ressaltar, que as simulações analisaram

modos de ligação espontâneos ao nucleossomo, não tendo por objetivo amostrar amplamente

outros modos de ligação. Comparando-se os setores 0, 1 e 2, que possuem maior amostragem,

pode-se notar que as regiões de maior densidade estão distribuídas em diferentes partes do

espaço de fase. Tal resultado corrobora a ideia de que o setor de ligação esteja associado a
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diferentes preferências conformacionais, pelo menos para a amostragem realizada. Detalhes

sobre as preferências conformacionais observadas em cada setor são apresentados na Figura

D.10 do Apêndice D.2.

5.3.3 Discussão

Neste estudo, o ELViM foi utilizado para analisar a dinâmica conformacional das

caudas intrinsecamente desordenadas das histonas H4 e H1. Os resultados obtidos destacam

os efeitos da acetilação e da ligação ao nucleossomo sobre o relevo conformacional das

caudas H4 e da histona H1, respectivamente.

A projeção do ELViM para a cauda da H4 revelou variações significativas no espaço

conformacional acessível entre a forma nativa e as diversas formas acetiladas. Notavelmente,

a acetilação tende a afetar a heterogeneidade conformacional, provocando alterações nas

regiões acessível do espaço global e na distribuição dos mínimos locais. Todas as variantes

analisadas apresentaram grupos locais com alta fração de ocupação no espaço, sugerindo

que padrões específicos de acetilação podem induzir preferências conformacionais distintas

e, potencialmente, funções biológicas únicas. A projeção ELViM se mostra eficaz em

identificar tais grupos, fornecendo um panorama único para realização de uma análise

conformacional diferencial entre os ensembles. Por fim, foi sugerido um novo método

para estimativa de heterogeneidade estrutural, calculando a entropia da projeção ELViM

de cada variante. O resultado obtido concorda qualitativamente com análises anteriores,

apresentando sensibilidade estatística semelhante à previamente relatada. (157).

A análise da projeção ELViM para a histona de ligação H1 sugere que o modo de

ligação pode induzir mudanças nas preferências conformacionais, restringindo a dinâmica

conformacional a regiões específicas do espaço de fase. Nesse contexto, a ligação a diferentes

setores ao redor do nucleossomo limita a dinâmica conformacional da H1, destacando o

papel da interação na definição dos estados funcionais das IDPs.

5.4 ANÁLISE DE ENSEMBLES DE PROTEÍNAS DESORNADAS DEPOSITADOS

NO THE PROTEIN ENSEMBLE DATABASE (PED)

Esta seção é baseada no artigo: Understanding the Energy Landscape of

Intrinsically Disordered Protein Ensembles, JCIM, 2024. (63).

Do ponto de vista teórico, o principal desafio em estudos de IDPs é obter ensembles

conformacionais confiáveis, dada a plasticidade estrutural dessas proteínas. Para isso, nos

últimos anos, diversos estudos focaram no desenvolvimento ou aprimoramento de campos

de força, modelos de solvente, modelos CG, além de técnicas de amostragem capazes de

explorar eficientemente um vasto espaço de fase (178–184).
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Por outro lado, diversos métodos biofísicos podem ser utilizados para caracterizar

estados desordenados de proteínas, incluindo ressonância magnética nuclear (NMR),

dicroísmo circular (CD), espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) e transferência de

energia de ressonância Förster (FRET) (185). Esses métodos oferecem valiosas informações

sobre a organização estrutural das biomoléculas. No entanto, tais técnicas geralmente

refletem propriedades médias que, isoladamente, são insuficientes para definir de maneira

única o ensemble estrutural subjacente (186).

Neste cenário, uma alternativa para se obter conjuntos conformacionais mais con-

fiáveis é integrar dados experimentais com técnicas computacionais (71, 142, 143, 187).

Recentemente, um banco de dados denominado Protein Ensemble Database (PED, protei-

nensemble.org) foi criado para o depósito de ensembles estruturais de IDPs, gerados por

tais métodos integrativos (144). Posteriormente, ensembles conformacionais gerados por

métodos baseados em inteligência artificial generativa foram também incluídos (188).

Como uma forma de verificar a capacidade do ELViM de realizar a análise com-

parativa de ensembles conformacionais gerados em diversas condições, quatro ensembles

diferentes, depositados no PED, foram selecionados para análise (63). Nesta seção, serão

detalhados os resultados obtidos para dois desses sistemas: um fragmento da proteína do

complexo do poro nuclear Nup153, referido por NUS, e o domínio SH3 amino-terminal da

proteína Drk (Downstream of Receptor Kinase). Os outros dois sistemas serão brevemente

apresentados no Apêndice D.3. Por fim, vale destacar que este estudo não tem por objetivo

validar ou avaliar criticamente os ensembles conformacionais, mas sim ilustrar e avaliar o

emprego do ELViM como ferramenta para facilitar a análise comparativa dos mesmos.

5.4.1 Sistema analisado

Todos os ensembles analisadas neste estudo foram gerados através de abordagens

experimentais e computacionais integradas e estão disponíveis no PED. Detalhes adicionais

sobre como os ensembles foram obtidos estão disponíveis nas respectivas entradas PED e

nos correspondentes artigos de referência. Os ensembles analisados são:

• NUS: fragmento (1313-1390) da proteína do complexo do poro nuclear Nup153

(UniProtKB P49790), disponível sob os códigos de acesso PED00149 e PED00150

e descritos na referência (189). Os ensembles são: NUS1 (PED00149: e001, 9482

conformações), NUS2 (PED00149: e002, 9405 conformações), NUS3 (PED00149:

e003, 9473 conformações), NUS4 (PED00150: e001, 9255 conformações), NUS5

(PED00150: e002, 9248 conformações) e NUS6 (PED00150: e003, 9277 conformações).

Estes ensembles foram baseados em simulações atomísticas de Replica Exchange com

solvatação implícita utilizando ABSINTH e CAMPARI (190,191). Em seguida, os

ensembles foram ponderados através do programa COPER (192) para corresponder

aos valores experimentais de Rg2 e diferentes eficiências médias de FRET. Os
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valores experimentais foram obtidos em condições desnaturantes (solução salina

tamponada com fosfato (buffer PBS) com 6M de ureia) e nativas (buffer PBS) por

meio de smFRET e SAXS. Para a projeção ELViM, foi selecionada uma a cada duas

conformações, resultando em uma projeção com 28.078 conformações.

• drkN SH3: Domínio SH3 amino-terminal da proteína Drk, descritos na referência

(193). Neste caso, ensembles consistentes com dados de NMR, SAXS e smFRET

foram geradas pelos autores utilizando uma nova abordagem denominada Extended

Experimental Inferential Structure Determination (X-EISD). Os ensembles confor-

macionais se referem ao estado desnaturado e são descritos no PED como: SH3-1

(PED00156, 100 conformações), um ensemble otimizado a partir de um conjunto

aleatório gerado pelo TraDES (194,195); SH3-2 (PED00157, 100 conformações), um

ensemble conformacional inicialmente ponderado pelo ENSEMBLE (196); e SH3-

3 (PED00158, com 88 conformações), um ensemble misto contendo conformações

obtidas dos dois ensembles anteriores. Todas as conformações foram utilizadas na

projeção ELViM, totalizando 288 pontos.

5.4.2 Resultados

Nesta seção, o ELViM será adotado para analisar ensembles conformacionais

gerados por métodos integrativos, que utilizam pesos estatísticos ou extraem subconjuntos

de conformações com o intuito de reproduzir valores experimentais médios. Para este

estudo, foram escolhidos sistemas que possuíam ensembles gerados para condições biofísicas

distintas, tais como nativa e desnaturante, ou que foram gerados por diferentes métodos

para corresponder aos mesmos dados experimentais. Neste caso, a análise diferencial

previamente discutida será utilizada para avaliar o relevo conformacional de cada ensemble

analisado.

5.4.2.1 Análise dos ensembles do fragmento NUS

Seis ensembles do fragmento NUS foram analisados, incluindo três gerados sob

condição desnaturante (NUS1, NUS2 e NUS3) e três em condição nativa (NUS4, NUS5 e

NUS6), como descrito na seção 5.4.1. Todos os ensembles da NUS apresentam, aproxima-

damente, o mesmo raio de giração médio: (23,38, 23,78, 23,51, 21,45, 21,72, 21,69 Å para

NUS1 a NUS6, respectivamente).

A Figura 25.a ilustra o espaço de fase efetivo projetado pelo ELViM, contendo

as conformações dos seis ensembles. Os pontos foram coloridos de acordo com os valores

de Rg. A Figura 25.b indica como cada ensemble se distribui através do espaço global

gerado pelo ELViM. Desta vez, a densidade de pontos foi estimada, através de um KDE

com núcleo gaussiano, e indicada separadamente para cada caso. Em cada figura, apenas
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Figura 25 – Projeção ELViM para os ensembles do fragmento NUS. (a) Espaço de fase

efetivo ELViM gerado para os ensembles do fragmento NUS. Os ensembles

foram reamostradas utilizando uma em cada duas conformações, resultando

em 28.078 conformações. (b) Densidade de estados estimada para os ensem-

bles individuais. As estruturas representativas das conformações de regiões

arbitrariamente selecionadas são mostradas com o amino-terminal em azul.

(c) Frequência de contatos para região de alta densidade similar nos três

ensembles gerados sob condição nativa.

Fonte: Adaptada de (63).

a densidade do espaço efetivo individual é mostrada e uma circunferência, cujo centro

coincide com o centro da projeção total, foi incluída como referencial.

Como discutido anteriormente, em simulações não-enviesadas e bem amostradas,

regiões de maior densidade correspondem a mínimos na superfície de energia livre. No

entanto, isso não ocorre quando são utilizados vieses ou técnicas de amostragem que

favorecem a amostragem de regiões específicas do espaço de fase. Do mesmo modo,

técnicas de reamostragem integrativa podem resultar em ensembles que não seguem

uma distribuição canônica, e os picos de densidade deixam de representar mínimos de

energia livre do sistema. Ainda assim, essas regiões destacam as partes do espaço efetivo

preferencialmente amostradas, revelando as conformações predominantes em cada ensemble.

Ao se comparar os mapas de densidades mostrados na figura 25.b , é possível

observar que cada ensemble exibe uma distribuição única de picos de densidade ao longo
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de toda a projeção ELViM. Uma mudança drástica no perfil de densidade pode ser

observada ao comparar os conjuntos correspondentes às condições desnaturante e nativa.

Considerando apenas uma condição (desnaturante ou nativa), é possível observar como

os picos de densidade variam entre os diferentes ensembles, revelando regiões do espaço

de fase privilegiadas na construção de cada um. A alta semelhança no raio de giro para

os ensembles analisados destaca a utilidade desta abordagem, que permite identificar

diferenças nas conformações prevalentes, mesmo entre conjuntos que se ajustam ao mesmo

observável experimental médio.

Na Figura 25.b, são apresentadas LCSs para algumas regiões de alta densidade.

Note que as LCSs, cada uma composta por três estruturas, apresentam uma variação

estrutural maior em comparação aos casos anteriores, indicando que o espaço gerado é

mais heterogêneo estruturalmente e com poucos mínimos energéticos bem definidos. Sob

condições desnaturantes, as LCSs (i)–(viii) exemplificam regiões que são consistentemente

mais densamente povoadas em todos os três ensembles, mas com valores de densidade

variados. Outras pequenas bacias também ganham ou perdem densidade em diferentes

ensembles, destacando diferenças de composição entre eles. Os mapas de densidade gerados

sob condição nativa diferem significativamente dos gerados para condição desnaturante,

ocupando majoritariamente a porção inferior da projeção ELViM. Curiosamente, a LCS

(x) representa uma região com muitas conformações bem alinhadas estruturalmente,

mas que perde densidade nos outros dois ensembles nativos, os quais apresentam maior

heterogeneidade conformacional mesmo nas regiões de alta densidade.

Algumas bacias de alta densidade também aparecem consistentemente em todos os

ensembles analisados, como as regiões indicadas na figura 25.c. A análise das conformações

pertencentes à tais bacias permite identificar características estruturais que são mantidas ou

alteradas em cada ensemble. Como um exemplo, foram selecionadas todas as conformações

dentro da curva de nível com maior densidade nos três ensembles gerados sob a condição

nativa e a frequência de contatos observadas para tais conformações foi calculada (Figura

25.c). As estruturas contidas nessas regiões são mostradas na parte inferior do mapa de

contatos e ilustram a heterogeneidade estrutural característica de cada ensemble.

5.4.2.2 Análise dos ensembles do domínio drkN

Por fim, foram analisados três ensembles do domínio drkN. A projeção ELViM,

abrangendo todas as 288 conformações, é apresentada na Figura 26. Os pontos estão

novamente coloridos com base nos valores de Rg. Observa-se que as conformações mais

estendidas (pontos vermelhos) formam novamente uma estrutura semelhante a uma cauda,

em oposição às conformações com menor raio de giração (pontos azul-escuros).

Para analisar o modo como cada ensemble se distribui sobre o espaço efetivo, os

espaços individuais são mostrados na Figura 26.b. Como ilustração, algumas conformações
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Figura 26 – Análise ELViM do domínio SH3 DrkN. (a) Projeção ELViM gerada para os três

ensembles do domínio SH3 DrkN, totalizando 288 conformações, com pontos

codificados por cor de acordo com os valores de Rg. (b) As conformações de

cada conjunto são destacadas em roxo (SH3-1), fúcsia (SH3-2) e ciano escuro

(SH3-3). Em cada caso, algumas conformações selecionadas arbitrariamente

são apresentadas, com o amino-terminal em azul.

Fonte: Adaptada de (63).

foram arbitrariamente selecionadas e mostradas com a extremidade amino-terminal em

azul. Ao contrário do caso anterior, estimar de forma confiável a densidade de estados

torna-se desafiador com poucos ou esparsos pontos de dados. No entanto, uma análise

cuidadosa da Figura 26.b revela alguns grupos locais com pontos (quase) sobrepostos.

Comparando-se os três ensembles, nota-se que o SH3-1 apresenta um padrão de

amostragem distinto dos demais, sendo formado principalmente por conformações mais

estendidas e mais compactas, com apenas algumas conformações nas porção central da

projeção. Por outro lado, os ensembles SH3-2 e SH3-3 ocupam a mesma região central da

projeção ELViM, sugerindo uma amostragem semelhante. No entanto, é possível identificar

diferenças na densidade de pontos de dados e na ocorrência de pequenos grupos locais. Tal
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resultado revela um comportamento interessante, uma vez que segundo a documentação

disponível, o ensemble SH3-3 foi gerado a partir de um ensemble maior composto por uma

mistura dos outros dois ensembles originais dos quais SH3-1 e SH3-2 foram obtidos.

5.4.3 Discussão

No presente estudo, foram abordados ensembles de IDPs obtidos por diferentes

métodos integrativos. A análise diferencial da ocupação do espaço de fase efetivo gerado

pelo ELViM revela diferentes relevos conformacionais, destacando diferenças nos padrões

de amostragem e identificando as conformações mais prevalentes dentro de cada ensemble.

Deve-se notar que este estudo não tem por objetivo discutir as metodologias

empregadas para obtenção dos ensembles ou validar os mesmos. Por outro lado, esses

dados foram usados para testar a capacidade do ELViM de discernir entre os ensembles

com o mínimo de informação fornecida. Como resultado interessante, o método releva

diferentes preferencias conformacionais e uma grande variabilidade estrutural, mesmo para

ensembles que levam ao mesmo observável médio.

Os sistemas aqui analisados possuem uma heterogeneidade estrutural maior, como

evidenciado pelo alinhamento das LCSs indicadas, e, em alguns casos, um número limitado

de estruturas. Apesar disso, o ELViM é capaz de convergir para uma representação robusta

e reprodutível do espaço de fase, como indicado na Figura D.13 do Apêndice D.3. Essa

figura indica como a posição de alguns grupos locais varia em três execuções independentes

do algoritmo. Para facilitar a comparação, rotações e inversões da projeções foram retiradas

através de alinhamento dos pontos. O resultado indica a coesão de tais grupos locais, além

da manutenção do ordenamento relativo entre eles.

5.5 CONCLUSÃO

Neste capítulo, o ELViM foi utilizado para investigar o espaço conformacional de

sistemas desordenados, incluindo ensembles gerados por simulações moleculares tradicionais

e métodos integrativos. Especificamente, foi realizada uma análise diferencial avaliando

como cada ensemble ocupa o espaço efetivo global, indicando preferências conformacionais

e vieses de amostragem. Além disso, foi discutido como o ELViM pode ser utilizado para

a obtenção de detalhes estruturais adicionais, como mapas de frequência de contatos e

propriedades médias para regiões específicas do espaço de fase efetivo.

Recentemente, outras abordagens para comparar ensembles conformacionais foram

sugeridas na literatura (197–201). No entanto, uma abordagem comparativa continua com-

plexa, devido à diversidade de parâmetros e abordagens, à ausência de dados experimentais

específicos e à natureza multidimensional dos sistemas. Esse desafio é particularmente

evidente na avaliação de representações multidimensionais (91,92).
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Neste contexto, uma comparação qualitativa entre ELViM e técnicas usuais, tais

como PCA e t-SNE, foi apresentada para o espaço efetivo gerado para as variantes da

cauda H4. Os resultados indicam que o ELViM apresenta um bom equilíbrio entre a

preservação da vizinhança local, evidenciada pela análise de LCSs, e a estrutura global do

espaço, indicada pela variação suave das coordenadas de reação através da projeção. Por

outro lado, a tentativa de preservar ambos os aspectos pode fazer com que algumas bacias

locais apareçam mais dispersas no ELViM, por exemplo, quando comparado ao resultado

obtido pelo t-SNE.

Em suma, este estudo reforça a utilidade do ELViM na dissecação de paisagens

conformacionais complexas de IDPs. A flexibilidade do método, permitindo o ajuste de

parâmetros como a dissimilaridade e a taxa de aprendizado, amplia seu potencial para

análise de sistemas ainda mais complexos. O ordenamento global do espaço e o alinhamento

local, evidenciado pelas LCSs, facilitam a análise diferencial, auxiliando na distinção entre

ensembles e na elucidação de mecanismos atomísticos subjacentes à função das IDPs.
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6 INTERAÇÃO DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS COM MEM-
BRANA MODELO POR MEIO DE ANÁLISE DO RELEVO DE ENER-
GIA

Este capítulo é baseado no artigo “Probing Mastoparan-like Antimicrobial

Peptides Interaction with Model Membrane Through Energy Landscape Analysis

(JPCB)” (64).

6.1 INTRODUÇÃO

Os Peptídeos Antimicrobianos (AMPs, do inglês, Antimicrobial Peptides) emer-

gem como uma alternativa promissora frente ao aumento da resistência aos antibióticos

vivenciada nas últimas décadas. Tais peptídeos atuam através da adsorção na membrana

plasmática bacteriana (202,203), que perturba o empacotamento lipídico e leva à morte

celular devido ao vazamento citoplasmático.

O Polybia-MP1, ou simplesmente MP1, é um AMP pertencete à família dos

mastoparanos, que é extraído do veneno da vespa brasileira Polybia paulista. O MP1 possui

ação bactericida de amplo espectro e, diferente de outros matoparanos, não apresenta

atividade hemolítica ou citotóxica (81). Além disso, tem sido demonstrado que o MP1 possui

atividade antitumoral (203,204), apresentando seletividade entre linfócitos leucêmicos e

saudáveis (205).

Como uma estratégia de aumentar a seletividade do peptídeo para ambientes

ácidos (206–208), um análogo do MP1, denominado H-MP1, foi sintetizado substituindo-

se as lisinas por histidinas (209). Tal modificação estrutural conferiu ao H-MP1 uma

maior sensibilidade a variações de pH próximas ao pH fisiológico, principalmente devido à

dinâmica de protonação das cadeias laterais de histidina. Embora ambos os peptídeos, MP1

e H-MP1, possuam a mesma carga positiva (+2) em pH ligeiramente ácido, o MP1 é mais

eficiente em perturbar o empacotamento lipídico de bicamadas modelo (210). Resultados

experimentais mostraram que o MP1 apresenta uma afinidade com a membrana 1,5 vezes

maior do que o H-MP1 (210). Além disso, o H-MP1 possui uma inserção mais rasa e cerca

de três vezes menos atividade lítica do que o MP1 (210).

Neste estudo, o ELViM será utilizado para analisar simulações moleculares dos

peptídeos MP1 e H-MP1 (figura 27.a) realizadas em solução aquosa (Figura 27.b) e na

presença de uma bicamada modelo (Figura 27.c). A metodologia de análise conformacional

diferencial discutida no capítulo anterior será empregada para investigar os impactos da
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Figura 27 – Sistemas analisados, espaço de fase efetivo e LCSs para os peptídeos em solu-
ção aquosa. (a) Estrutura primária dos peptídeos MP1 e H-MP1 destacando as
substituições de aminoácidos. (b) Representação do sistema simulado contendo
o peptídeo em solução aquosa. (c) Representação do sistema simulado com
peptídeo em presença de membrana modelo. (d) Projeção ELViM contendo
os ensembles estruturais amostrados para ambos MP1 e H-MP1 em solução
aquosa. A projeção contém conformações amostradas em todas as temperatu-
ras. Os pontos são coloridos de acordo com a similaridade (Qw) à estrutura
de referência. Os ensembles estruturais obtidos para (e) MP1 e (f) H-MP1
são mostrados com pontos coloridos de acordo com Qw sobreposto à projeção
completa, mostrada em cinza. (g) A densidade de pontos na projeção foi esti-
mada através de KDE gaussiano e os pontos foram coloridos de acordo com o
logaritmo natural da densidade. As setas indicam, para algumas regiões de
alta densidade, a LCS composta por 10 estruturas sobrepostas, representadas
com amino-terminal em azul.

Fonte: Adaptada de (64).
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substituição de aminoácidos e da adsorção na membrana na heterogeneidade conformacional

amostrada para cada peptídeo.

6.2 SISTEMA ANALISADO

Nesse estudo, serão analisadas simulações realizadas pela Dra. Ingrid B. S. Martins

durante seu doutorado e pós-doutorado no IBILCE/UNESP. Inicialmente, ambos peptídeos

foram simulados, isoladamente, em solução aquosa ([NaCl]= 150 mM) à pressão de 1

atm em diversas temperaturas. Para o MP1, foram realizadas simulações a 300, 315, 330,

345 e 360 K, enquanto para o H-MP1, foram utilizadas temperaturas de 280, 290, 300,

315 e 330 K. Cada simulação foi conduzida por 600 ns. Como os peptídeos possuem

estabilidade diferentes, foram necessários distintos intervalos de temperatura para explorar

adequadamente os estados enovelado e desnaturado. A temperatura para comparação dos

dois sistemas e cálculo da energia livre foi definida como 300 K para corresponder aos

dados experimentais.

Para estudar o comportamento dos peptídeos na presença de uma bicamada lipídica,

as simulações utilizadas na referência (210) também foram incluídas nesta análise. Essas

simulações foram realizadas utilizando uma bicamada lipídica equilibrada composta por

POPC:POPG (razão de 70:30) com 60 moléculas por camada, à temperatura de 300 K

e uma pressão de 1 atm. A bicamada lipídica foi gerada utilizando o Membrane Builder

plugin (211), dispoinível através do CHARMM-GUI (212).

Para obter a bicamada lipídica equilibrada, ela foi inicialmente solvatada em uma

caixa de água TIP3P (213) com dimensões de aproximadamente 65×65×120 Å. A energia

foi minimizada com 10.000 passos de gradiente conjugado e 100 ns de MD de equilíbrio

até que o valor da área por lipídio parasse de variar. Os peptídeos foram adicionados

na fase aquosa da bicamada previamente equilibrada, a cerca de 10 Å de distância da

superfície da membrana (Figura 27.c). Íons suficientes foram adicionados para manter

nula a carga líquida da caixa de simulação. O sistema peptídeo–bicamada foi novamente

equilibrado, realizando 10.000 passos de minimização de energia, seguidos por 10 ns de

dinâmica molecular, com restrições de posição aplicadas ao esqueleto do peptídeo para

relaxamento do solvente. As simulações de produção, sem restrições, foram realizadas por

1.200 ns para cada peptídeo.

Todas as simulações foram realizadas através do NAMD (86), utilizando o campo

de força CHARMM 36 (85), condições NPT, passo de integração de 2 fs e condições de

contorno periódicas. Em todas as simulações, o estado de ionização de cada resíduo foi

escolhido com base em um pH ligeiramente ácido, com as lisinas protonadas no MP1,

histidinas protonadas no H-MP1 e o ácido aspártico deprotonado para ambos os peptídeos.

Esses estados foram escolhidos para comparar com resultados experimentais já publicados

(208,210).
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O ELViM foi usado para projetar um espaço de fase conformacional efetivo que

abrangesse os conjuntos conformacionais de ambos os peptídeos MP1 e H-MP1 amostrados

em solução aquosa. As conformações foram selecionadas de cada trajetória de forma

igualmente espaçada após descartar os 100 ns iniciais, considerados como equilibração

adicional. Para projeção, o número de conformações selecionadas para cada temperatura

foi: 5000 (300 K), 3125 (315 K), 3125 (330 K), 1250 (345 K) e 1250 (360 K) para MP1; e

3125 (280 K), 3125 (290 K), 5000 (300 K), 1250 (315 K), 1250 (330 K) para H-MP1.

Uma segunda projeção independente foi gerada incluindo os conjuntos conformacio-

nais amostrados em simulações de adsorção espontânea. Nesse caso, foram adicionadas às

conformações anteriores 3.335 conformações para o MP1 e 3.221 para o H-MP1, simuladas

à temperatura de 300 K.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Peptídeos em solução aquosa

Inicialmente, o ELViM foi utilizado para analisar o espaço de fase efetivo amostrado

por ambos os peptídeos em solução aquosa sob diferentes temperaturas. O intervalo de

temperaturas foi selecionado de modo a garantir uma amostragem adequada para cada

peptídeo. A Figura E.1 do Anexo E apresenta histogramas de energia amostrados em cada

temperatura e o perfil de energia livre obtido para cada peptídeo. Considerando, portanto,

as conformações amostradas para ambos os peptídeos em todas as temperaturas, obtém-se

o espaço de fase efetivo ilustrado na Figura 27.d, com os pontos coloridos de acordo com os

valores de Qw, calculados em relação a uma conformação gerada em hélice alfa. A Figura

E.2 do Anexo E reproduz a projeção ELViM, indicando, por meio de um mapa de cores,

as temperaturas nas quais cada conformação foi amostrada.

As Figuras 27.e e 27.f exibem o espaço de fase individual amostrado para cada

peptídeo, colorido de acordo com os valores de Qw e sobreposto ao espaço de fase completo,

representado em cinza. É possível observar que os peptídeos ocupam regiões distintas do

espaço de fase: enquanto o MP1 visita todos os grupos da bacia do estado enovelado,

o H-MP1 ocupa apenas a região central. Por outro lado, o H-MP1 ocupa a região do

estado desenovelado com maior densidade do que o MP1. Adicionalmente, foi destacado

em rosa, na Figura 27.e, uma região densamente populada pelo H-MP1, mas esparsamente

ocupada pelo MP1. Do mesmo modo, na Figura 27.f, foram destacadas em roxo três regiões

exclusivamente ocupadas pelo MP1. Como discutido anteriormente, a restrição no espaço

de fase individual revela impactos estruturais decorrentes da substituição de aminoácidos,

indicando regiões do espaço de fase global que ganham ou perdem estabilidade.

Para melhor descrever o espaço de fase efetivo obtido, a densidade de pontos na

projeção foi estimada através de KDE gaussiano. Na Figura 27.g, os pontos foram coloridos
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de acordo com o logaritmo natural da densidade local, utilizando uma escala que varia

de branco, para densidade zero, a azul escuro, para a região mais densa. Em seguida,

algumas regiões de alta densidade foram selecionadas para a análise das LCSs, nas quais

dez estruturas representativas de cada região selecionada são exibidas em sobreposição.

A comparação dessas assinaturas revela que a bacia nativa é composta principalmente

por conformações que mantêm a porção central da hélice alfa, enquanto os terminais se

desenovelam e adotam diferentes orientações. Alguns exemplos também são fornecidos

para a bacia do estado desnaturado, que exibe considerável heterogeneidade conformacio-

nal, contendo conformações totalmente estendidas. Finalmente, deve-se observar que o

MP1 popula mais densamente, em relação ao H-MP1, as regiões com maior quantidade

de estrutura helicoidal (maiores valores de Qw). Esse resultado está em concordância

qualitativa com observações experimentais obtidas por calorimetria diferencial (210), as

quais indicam que o MP1 e o H-MP1 apresentam, respectivamente, cerca de 46% e 7% de

conformação helicoidal em solução aquosa ácida.

6.3.2 Adsorção dos peptídeos em bicamada lipídica

Com o objetivo de realizar uma análise comparativa dos estados estruturais amos-

trados pelos peptídeos na ausência e presença de membrana modelo, foram incorporadas

ao sistema analisado na seção anterior conformações de ambos os peptídeos obtidas na

presença da membrana modelo, conforme descrito na Seção 6.2. Essas trajetórias foram

previamente descritas por Martins e colaboradores (210). O espaço de fase efetivo resultante

é apresentado na Figura 28.

A Figura 28.a exibe o espaço de fase efetivo composto por conformações de ambos os

sistemas (membrana modelo ausente e presente). Os ensembles individuais do MP1 e H-MP1

são representados nas Figuras 28.b e 28.c, respectivamente. A inclusão de conformações

do sistema com membrana insere novos agrupamentos locais na bacia do estado enovelado.

Esse resultado indica que, após a adsorção, os peptídeos adquirem conformações distintas

das amostradas apenas em solução aquosa, como esperado. Similarmente ao resultado da

Figura 27, o espaço efetivo ocupado pelo H-MP1 continua restrito a apenas uma porção

da bacia do estado enovelado.

A Figura E.3 (Apêndice E) reproduz os espaços individuais (Figura 28), separando

as conformações amostradas na ausência e na presença da membrana modelo. Para o

sistema com membrana, as conformações foram ainda classificadas com base na posição do

peptídeo em relação à membrana, distinguindo três estados: peptídeo em solução aquosa

próximo à membrana, peptídeo interagindo com a membrana ou parcialmente adsorvido

e peptídeo completamente adsorvido. A Figura 28.d apresenta a densidade estimada

considerando-se apenas as conformações amostradas no sistema com membrana.

De modo geral, os resultados obtidos evidenciam o impacto significativo do campo
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Figura 28 – Espaço de fase efetivo e LCSs para o sistema peptídeo–membrana (a) Espaço
de fase efetivo contendo conformações amostradas em várias temperaturas
em solução aquosa e em temperatura ambiente no sistema com membrana.
Os pontos são coloridos de acordo com os valores de Qw. Os ensembles
individuais do (b) MP1 e (c) H-MP1 foram projetados sobre toda a projeção,
colorida em cinza. (d) Conformações amostradas no sistema de membrana, com
conformações de MP1 em roxo e de H-MP1 em fúcsia. A densidade de pontos,
representando os ensembles de cada peptídeo, foi estimada utilizando-se KDE
gaussiano. LCSs são mostradas para ilustrar conformações representativas.

Fonte: Adaptada de (64).

elétrico da membrana sobre a heterogeneidade conformacional dos peptídeos, restringindo

a visitação a uma pequena região do espaço de fase conformacional efetivo. Além disso,

observa-se pouca sobreposição entre as regiões ocupadas nos sistemas com e sem membrana,

reforçando as alterações conformacionais induzidas pelo processo de adsorção.

A análise da Figura 28 revela ainda que o MP1 ocupa uma região contínua do

espaço de fase efetivo, com dois picos de densidade caracterizados pelas LCSs (miii) e (miv).

A LCS (miv), associada a conformações nas quais o MP1 interage com a membrana ou está

parcialmente adsorvido, indica que o carboxi-terminal permanece desenovelado. Por sua

vez, a LCS (miii) representa estruturas nas quais o peptídeo encontra-se completamente
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adsorvido, adotando uma hélice alfa bem definida.

Por outro lado, o H-MP1 apresenta maior heterogeneidade estrutural, ocupando três

regiões distintas do espaço de fase efetivo. A LCS (mi), que exibe apenas a porção central da

hélice alfa formada, representa estados nos quais o H-MP1 se encontra em solução aquosa

próximo à membrana. Estruturas parcialmente adsorvidas distribuem-se principalmente

nas regiões correspondentes às LCSs (mii) e (mv), enquanto as conformações totalmente

adsorvidas estão restritas à região da LCS (mii). Dessa forma, a projeção ELViM sugere

que, à medida que o H-MP1 se aproxima da membrana, a formação da hélice alfa progride

do carboxi- para o amino-terminal. Este último, no entanto, mantém certa flexibilidade

mesmo após a adsorção. Notavelmente, as LCSs associadas aos estados adsorvidos do MP1

e do H-MP1 são distintas, sem sobreposição significativa entre suas respectivas densidades.

6.3.2.1 Estimativa de energia livre efetiva na projeção ELViM

O espaço de fases efetivo mostrado na Figura 27 contém conformações amostradas

em diferentes temperaturas, selecionadas para garantir uma melhor cobertura do espaço

conformacional. Para estimar a energia livre efetiva da projeção, é necessário ponderar

essas conformações levando em conta a probabilidade de se observar cada estado em

temperatura ambiente. Para isso, foi empregado o método dos histogramas ponderados

(WHAM, do inglês Weighted Histogram Analysis Method) (119,214), que permite estimar

a densidade de estados Ω(E) a partir das trajetórias realizadas em diferentes temperaturas.

Cada trajetória analisada é composta por 30.000 conformações.

A probabilidade de se amostrar uma conformação com energia Ei a uma temperatura

inversa β = (kBT )−1 é dada por

P (Ei, β) = AΩ(Ei)e
−βEi , (6.1)

na qual A é uma constante de normalização. Posteriormente, foi empregado um estimador

de densidade por núcleos (KDE) gaussiano ponderado, atribuindo a cada ponto um peso

igual a P (Ei, β). Esse procedimento fornece uma estimativa não enviesada da densidade

de probabilidade ρ e da energia livre, definida como F = − 1
β

ln(ρ) (Seção 2.3). Um

procedimento similar foi previamente empregado na referência (60).

As Figuras 29.a–b apresentam a energia livre estimada para a primeira projeção

do ELViM (Figura 27.d), correspondente à simulação dos peptídeos apenas em solução

aquosa. O mínimo de energia livre do MP1 e do H-MP1 está localizado, respectivamente,

nas proximidades das LCSs (i) e (iii) (Figura 27.g). A bacia contendo o mínimo de energia

livre para o MP1 inclui estruturas com um maior número de resíduos em hélice, enquanto

o mínimo de energia livre para o H-MP1 compreende conformações em que apenas a região

central da hélice está formada.
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Figura 29 – Estimativa da energia livre efetiva. A densidade de pontos foi estimada

por KDE gaussiano ponderado, com os pesos definidos pela Equação 6.1.

(a) O mapa de cores representa a energia livre efetiva, calculada conforme

descrito no texto, para o sistema em solução aquosa. (b) Os valores de energia

livre obtidos para as conformações em solução aquosa são atribuídos aos

pontos correspondentes na projeção do sistema com membrana, enquanto as

conformações do sistema com membrana são classificadas de acordo com o

nível de interação com a bicamada.

Fonte: Adaptada de (64).

Nas Figuras 29.c–d, os valores de energia livre calculados em solução aquosa foram

utilizados para colorir os respectivos pontos na segunda projeção do ELViM (sistema com

membrana). As conformações do sistema com membrana foram coloridas de acordo com o

nível de interação do peptídeo com a bicamada. A análise dessas figuras revela que, no caso

do MP1, as regiões de menor energia livre em solução aquosa estão conectadas de forma

contínua às regiões populadas por conformações interagindo ou adsorvidas na membrana.

Em contraste, para o H-MP1, as conformações parcialmente adsorvidas ou totalmente

adsorvidas encontram-se distantes de seus mínimos de energia livre em solução aquosa.

Além disso, no caso do H-MP1, as regiões parcialmente adsorvidas e adsorvidas

não estão diretamente conectadas às regiões populadas pelo peptídeo em água. Isso indica

que o H-MP1, sendo menos estável que o MP1, atinge sua conformação enovelada apenas

durante o processo de adsorção. Por outro lado, o MP1 naturalmente amostra conformações
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que favorecem a adsorção, como evidenciado pela sobreposição das regiões ocupadas nas

simulações com e sem membrana. Esses resultados sugerem que o H-MP1 precisa superar

uma barreira de energia mais alta durante sua adsorção na bicamada lipídica, o que pode

influenciar a dinâmica e a cinética desse processo.

6.4 CONCLUSÃO

Nesse estudo, o ELViM foi utilizado para analisar os ensembles conformacionais

do MP1 e H-MP1, comparando-os em solução aquosa e na presença de uma membrana

modelo. No primeiro caso, a análise diferencial permitiu identificar regiões específicas

do espaço efetivo individual de cada peptídeo que ganharam ou perderam estabilidade

devido à substituição de aminoácidos. Na presença da membrana modelo, as regiões

acessíveis na projeção ELViM foram significativamente reduzidas para ambos os peptídeos,

os quais se tornaram mais estruturados do que no sistema aquoso. A análise de estruturas

representativas através das LCSs mostrou que o amino-terminal do MP1 se enovela antes da

adsorção, enquanto o H-MP1 exibe o carboxi-terminal enovelado durante a adsorção parcial

e total, mantendo o amino-terminal parcialmente desenovelado mesmo após a adsorção. A

comparação dos mínimos de energia observados no sistema aquoso com as regiões ocupadas

durante a adsorção espontânea fornece um indicativo das mudanças conformacionais

envolvidas no processo e do papel da membrana no mecanismo de enovelamento final.

Detalhes sobre como a distribuição de carga, o tamanho das cadeias laterais

carregadas e a estrutura secundária dos AMPs afetam a ligação à membrana ainda não são

completamente esclarecidos (215–217). Outros aspectos que podem influenciar o processo

de adsorção, como a agregação de peptídeos e a regulação de carga próxima à membrana,

estão além do escopo deste estudo e não foram abordados. Estabelecer um panorama

da relação estrutura-função que explique os mecanismos de ação dos AMPs ainda é um

desafio. No entanto, o presente estudo mostra que o ELViM constitui uma metodologia

intuitiva e eficaz para distinguir cenários possíveis.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Esta tese investigou o uso do ELViM para explorar o relevo da superfície de energia

e a dinâmica conformacional de biomoléculas de interesse biológico. Ao longo do trabalho,

uma nova implementação do método foi desenvolvida, permitindo a integração de todas as

etapas em um único código e proporcionando maior eficiência computacional. A exploração

inicial do espaço de parâmetros do método foi realizada de forma qualitativa e quantitativa,

e generalizações do método, especialmente para o cálculo de dissimilaridade e da taxa de

aprendizado, permitiram sua aplicação em sistemas mais complexos, como RNAs e IDPs.

Ao analisar moléculas de RNA, os resultados indicaram que o ELViM, assim como

para proteínas, é capaz de gerar um espaço de fase efetivo com bom equilíbrio entre aspectos

locais e globais. A análise das assinaturas LCSs para esses sistemas indica que o método

possui bom alinhamento estrutural em vizinhanças locais, distinguindo corretamente

não apenas o alinhamento da cadeia principal de açúcar fosfato, mas também das bases

nitrogenadas. Os resultados obtidos, comparados com técnicas tradicionais como PCA e a

projeção em coordenadas de reação (Q, RMSD), mostraram-se qualitativamente superiores.

Os espaços de fase gerados foram utilizados para caracterizar rotas de enovelamento,

mínimos locais na superfície de energia e ensembles do estado de transição.

Para o estudo de IDPs, o ELViM foi empregado para construir um espaço efetivo

único, incluindo ensembles de diversas variantes ou gerados sob diferentes condições físico-

químicas. Uma abordagem semelhante foi utilizada para realizar uma análise diferencial

da dinâmica conformacional dos peptídeos análogos MP1 e H-MP1, quando simulados

em solução aquosa ou em trajetórias de adsorção espontânea à membrana modelo. Essa

metodologia permite visualizar como cada ensemble ocupa o espaço global, evidenciando

estados conformacionais que ganham ou perdem estabilidade e indicando qualitativamente

a heterogeneidade estrutural de cada um. Novamente, é interessante notar que, mesmo

para esses casos, o ELViM produz um espaço efetivo no qual parâmetros de ordem variam

de forma aproximadamente suave, mantendo bom alinhamento da vizinha local, como

evidenciado pelas assinaturas LCSs.

Uma análise comparativa entre os resultados obtidos para a cauda H4 através do

ELViM, de PCA de coordenadas cartesianas e diedrais e de um protocolo recentemente

desenvolvido para o uso de t-SNE foi apresentado no Apêndice D.1. Nesse caso foi

demonstrado que LCSs, caracterizadas por alto alinhamento estrutural e obtidas de regiões

com alta fração de ocupação, aparecem sobrepostas e dispersas nos espaços gerados por

PCA. Deve-se notar, entretanto, que as técnicas possuem objetivos distintos. Enquanto o

ELViM busca manter as dissimilaridades, o PCA busca a direção efetiva que maximiza a

variância das coordenadas. Já a aplicação de t-SNE sobre uma matriz de RMSD levou a
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um espaço efetivo caracterizado por grupos segregados, com ótimo alinhamento estrutural

interno. Esse resultado decorre do fato conhecido de que o t-SNE possui melhor desempenho

na manutenção da estrutura da vizinhança local, podendo não preservar a orientação

relativa global dos grupos. Para ambos os casos, a falta de estrutura global dificulta a

interpretação do espaço gerado como um espaço de fase efetivo. Por outro lado, alguns

grupos com alinhamento estrutural bem definido identificados pelo t-SNE aparecem mais

dispersos no ELViM, o que poderia dificultar a identificação de mínimos locais menos

populados.

Contudo, é importante ressaltar que essas dificuldades estão relacionadas às limi-

tações da projeção de espaços de alta dimensão em planos bidimensionais, o que pode

resultar em distorções, como aglomeração excessiva de pontos (crownding) no espaço

projetado, ou até mesmo na criação de “buracos”. Essas distorções são características

comuns dos métodos de redução dimensional (26,27). Estabelecer critérios abrangentes

para quantificar e interpretar seu impacto na representação do espaço projetado permanece

uma tarefa essencial e desafiadora.

No campo biofísico, avaliar a qualidade das projeções multidimensionais é uma

tarefa complexa, que envolve duas etapas principais: verificar o quão bem as similaridades

no espaço multidimensional são capturadas na matriz de dissimilaridade de entrada e quão

eficientemente essa matriz é reproduzida no espaço efetivo. Embora várias métricas de

qualidade tenham sido propostas para avaliar a qualidade das projeções (26,91), comparar

os resultados obtidos por diferentes métodos e métricas continua sendo desafiador, especi-

almente devido à topografia desconhecida da superfície de energia (92). Uma abordagem

comum na literatura consiste em analisar como os grupos identificados por diferentes

técnicas de agrupamento se distribuem em distintas projeções (92,218). No entanto, avaliar

a qualidade das métricas e técnicas de agrupamento recaí em problema semelhante (41).

Dessa forma, estabelecer critérios mais precisos para se acessar a qualidade das represen-

tações em espaço reduzido e avaliar o impacto de distorções em grandezas de interesse

biofísico continua sendo campo para pesquisas adicionais.

Neste contexto, o ELViM se consolida como uma ferramenta promissora para

gerar visualizações intuitivas do relevo energético de sistemas biomoleculares a partir de

ensembles estruturais obtidos por diferentes técnicas. Entre suas característica encontra-se

o bom equilíbrio dos aspectos locais e globais e dependência de poucos parâmetros, que

podem ser utilizados para ajustar a resolução da métrica de dissimilaridade e a taxa

de aprendizado do método. A métrica utilizada pode ser ainda ajustada à resolução de

representação do sistema, podendo ser utilizada com todos os átomos ou em modelos mais

simplificados onde uma partícula virtual pode representar diversos átomos ou resíduos.

Entre as limitações mais fundamentais está o custo computacional para o cálculo da

matriz de dissimilaridade, que limita a quantidade de conformações utilizadas e o tamanho
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do sistema. Além disso, em sistemas excessivamente complexos, as projeções podem ser

afetadas por distâncias degeneradas na métrica, resultando em matrizes cuja distribuição

das dissimilaridades não convirja no plano ou que apresentem distorções excessivas. Neste

contexto, esta tese contribui ao explorar sistemas de complexidade variada e comparar o

desempenho do ELViM com outros métodos usuais, destacando suas potencialidades e

ressaltando os desafios envolvidos.
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APÊNDICE B Ű CAPÍTULO 3: RESULTADOS COMPLEMENTARES

Como forma de quantificar a qualidade das projeções geradas com diferentes

parâmetros, serão utilizadas algumas métricas de qualidade, que comparam as distâncias

originais, δij, com as distâncias projetadas, dij.

O Kruskal stress (KS) (219) é amplamente utilizado em técnicas de MDS para

avaliar a preservação global das distâncias e é definido como:

KS =

√

√

√

√

∑

i<j (dij − δij)
2

∑

i<j δ2
ij

, (B.1)

sendo que valores menores de KS indicam maior preservação das distâncias. Como uma

forma de estimar a preservação das distâncias localmente, será também considerado o

valor do Kruskal stress calculado para cada ponto, como:

KS(i) =

√

√

√

√

∑

j (dij − δij)
2

∑

j δ2
ij

. (B.2)

Como este valor é calculado para cada ponto na projeção, é possível indicar tais

valores através de um mapa de cores. Dessa forma, a variação de KS ao longo da projeção

pode ser analisada, indicando regiões nas quais a estrutura do espaço original é melhor

preservada.

O Erro Absoluto Médio (Ē), que avalia a discrepância absoluta média entre dij e

δij, é definido como:

Ē =
1

Np

∑

i<j

♣dij − δij♣ , (B.3)

sendo que Np é o número total de pares únicos (i, j). Valores menores de Ē indicam uma

maior correspondência entre dij e δij. De forma análoga, o Erro Absoluto Médio local é

definido por:

Ē(i) =
1

N − 1

∑

j

♣dij − δij♣ . (B.4)

Os valores globais de KS e Ē, para todas as projeções analisadas no Capítulo 3,

são sumarizados na Tabela 1, que também lista os parâmetros utilizados em cada uma

delas. As projeções P1 e P2 são réplicas independentes com todos os parâmetros iguais e

possuem apenas uma pequena diferença em Ē.
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A Figura 8 analisa o impacto do parâmetro σ0 nas projeções P1 a P4. Comparando-

se as métricas globais para tais projeções, nota-se que a projeção P3 possui os maiores

valores de KS e Ē, enquanto P4 possui os menores. Esse resultado deve-se ao fato que o

parâmetro σ0 utilizado para a projeção P4 leva a dissimilaridades menores, sendo mais

fácil de acomodar a distribuição de distâncias no plano. No entanto, a mudança no σ0

impacta a resolução da similaridade. Assim, embora P4 possua menores valores de KS,

diferenças estruturais próximas à bacia de estado enovelado são perdidas.

A Figura 9 analisa o impacto do parâmetro Lr nas projeções P1, P5 e P6. De

acordo com os dados da Tabela 1, a projeção P5, gerada em regime constante, possui

valores ligeiramente maiores de KS e Ē. Esses valores são ainda maiores para a projeção

P6, que combina os dois regimes da taxa de aprendizado, mas possui um valor elevado de

Lrmin
. Apesar disso, a variação nos indicadores de qualidade não é excessiva e, juntamente

com a análise qualitativa realizada no texto principal, mostra que a estrutura global da

projeção é mantida com algumas distorções.

Tabela 1 – Parâmetros e Métricas de Qualidade global para as projeções apresentadas no
Capítulo 3. KS é Kruskal stress e Ē é o erro absoluto médio.

σ0 Lr0
Lrmin

D KS Ē
P1 1,0 0,3 0 0,95 0,258 0,101
P2 1,0 0,3 0 0,95 0,258 0,102
P3 0,5 0,3 0 0,95 0,310 0,154
P4 2,0 0,3 0 0,95 0,181 0,047
P5 1,0 0,125 0,125 0 0,271 0,105
P6 1,0 0,5 0,25 2,00 0,289 0,111

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Por fim, são analisados como as métricas de qualidade variam localmente, utilizando

os valores calculados para colorir as respectivas projeções. O resultado desta análise está

apresentado nas Figuras B.1 e B.2.
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Figura B.1 – Impacto do parâmetro σ0 nas projeções P1 a P4. A análise detalhada mostra
como diferentes valores de σ0 afetam a preservação local e global das distân-
cias.

P2
a) b) c)

P1 P4P3

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura B.2 – Impacto do parâmetro Lr nas projeções P1, P5 e P6. A análise detalhada
mostra como diferentes valores e regimes de Lr afetam a preservação local e
global das distâncias.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).



123

APÊNDICE C Ű CAPÍTULO 4: METODOLOGIA E RESULTADOS
COMPLEMENTARES

C.1 TETRA-ALÇA GCAA

Figura C.1 – Evolução temporal do RMSD, calculado em relação à estrutura cristalográfica
(PDB: 1ZIH), e do raio de giração (Rg) são mostradas nos gráficos à esquerda.
Os valores correspondentes aos pontos selecionados para a projeção ELViM
são destacados em azul, enquanto os dados de todos os pontos simulados são
representados em cinza. À direita, reproduzimos a projeção ELViM (Figura
12.a), com os pontos coloridos de acordo com seus respectivos valores de
RMSD e Rg.

Fonte: Adaptada de (62).
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Figura C.2 – Evolução temporal de Qw durante as 28 transições desnaturado/enovelado
restantes (Figura 14).
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D4D3D2D1
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A4A3A2
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B4 C1

Fonte: Adaptada de (62).
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Figura C.3 – Evolução temporal das demais transições da tetra-alça GCAA (Figura 14)
através do espaço de fase efetivo gerado pelo ELViM. Os pontos da transição
são destacados e coloridos conforme o tempo, permitindo observar a dinâmica
das transições em cada trajetória.

Fonte: Adaptada de (62).
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C.2 RIBOCOMUTADOR SAM-II

C.2.1 Metodologia Complementar

C.2.1.1 Projeção ELViM

Para gerar a projeção ELViM analisada, 17 trajetórias, compostas for 5.000 quadros

cada uma foram utilizadas. As simulações amostrando a transição entre os estados parci-

almente enovelado–enovelado (PE-E) foram realizadas às temperaturas 96,5TR, 97,0TR,

97,5TR, 98,0TR, 98,5TR. Simulações explorando a bacia do estado parcialmente enovelado

(PE) foram realizadas às temperaturas 100,0TR, 100,5TR, 101,0TR, 101,5TR, 102,0TR,

102,5TR. A transição entre os estados desnaturado e parcialmente enovelado (D-PE)

foram amostradas às temperaturas de 103TR, 103,2TR, 104TR, 104,4TR, 106,6TR. As

conformações foram selecionadas para a projeção descartando-se os 700 quadros iniciais

e mantendo-se um a cada três quadros para os casos PE-E e D-PE e um a cada sete

quadros para o caso PE. Além disso, os quadros foram amostrados sequencialmente durante

cada uma das cinco transições D-PE utilizadas, resultando em 954 quadros adicionais

(o corresponde a 5% dos pontos na projeção). Os pontos selecionados totalizam 19.005

conformações.

C.2.1.2 Análise das interações RNA-Mg2+

A interação RNA-Mg2+ foi investigada a partir da distribuição de íons nas proximi-

dades de cada grupo fosfato ao longo da simulação. A função de distribuição radial (RDF,

do inglês Radial Distribution Function) das distâncias Mg2+-P foi calculada, estabelecendo-

se um raio de corte de 8 Å como limite da camada de solvatação, como mostrado em

um trabalho anterior (122). Em cada quadro da simulação, registrou-se o número de íons

dentro dessa região esférica em torno de cada grupo fosfato Pi.

A frequência de visitação ao longo da trajetória de enovelamento foi analisada

classificando os quadros conforme seus valores de Q e organizando-os em compartimentos

de largura Q = 0,05. A média do número de íons para cada Pi foi então calculada dentro de

cada compartimento. Para melhorar a estatística, essa análise incluiu mais 12 simulações

realizadas em temperaturas efetivas entre 104,8TR e 107,0TR, totalizando 140.000 quadros

de simulação.

Além disso, contatos entre dois grupos fosfato não locais mediados por íons Mg2+

foram analisados em uma trajetória representativa do estado enovelado, amostrada a

uma temperatura de 96,5TR. Para essa análise, foram examinadas as distâncias entre um

íon Mg2+ e os grupos fosfato de dois resíduos, denotadas como Mg2+-Pi e Mg2+-Pj. A

restrição de que j seja maior ou igual a i + 2 é imposta para garantir o comportamento

não-local da interação. Além disso, um segundo limite foi aplicado à distância entre os

grupos fosfato, denominada Pi-Pj, assegurando proximidade espacial desses grupos. Os



127

valores dos limites de distância foram determinados com base na função RDF Mg2+-P

e P-P, sendo respectivamente iguais a 8 Å e 7,8 Å (122). Para cada contato mediado

encontrado, foi acumulado o número de quadros nos quais o contato estava estabelecido e

a frequência relativa entre os contatos mediados foi calculada.

C.2.2 Figuras Complementares

Figura C.4 – Exemplo de interação A-menor do tipo I presente em um pseudonó do tipo H.
(a) Estrutura cristalográfica de um RNA, com estrutura de pseudonó, que se
liga à biotina (PDB: 1F27) (220). As duas hélices são representadas em azul
e roxo e as alças em amarelo. A interação A-menor encontra-se destacada,
com a adenina (em amarelo) interagindo com o sulco menor do par canônico
C-G. (b) Detalhes da interação A-menor evidenciando os átomos envolvidos.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura C.5 – (a) Evolução temporal do RMSD calculado em relação a estrutura crista-
lográfica (PDB: 2QWY, cadeia A) para conformações selecionadas para a
projeção ELViM. As trajetórias foram concatenadas em ordem crescente de
temperatura efetiva. (b) Espaço conformacional efetivo colorido no base nos
valores de RMSD.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura C.6 – Nesta análise todas as 28 simulações (140.000 quadros) foram utilizados. As
conformações foram categorizados em intervalos de Q = 0,1, e a frequência das
interações foi calculada dentro de cada intervalo. A matriz triangular superior
indica interações de pareamento, enquanto a inferior indica empilhamento.
O mapa de cores é utilizado para indicar a frequência. As interações foram
classificadas através do programa Barnaba (108). O mapa de interações da
estrutura cristalográfica (N) é fornecido para comparação.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura C.7 – Comparação qualitativa do ELViM com PCA para o SAM-II. (a) A análise
de componentes principais (PCA) foi realizada sobre a matriz de coordenadas
cartesianas de todos os átomos pesados. Para remover translação e rotação,
as estruturas foram centradas na estrutura média, refinando esse processo
10 vezes até a convergência. A análise foi conduzida com a biblioteca Scikit-
learn (36). Para facilitar a comparação com a projeção ELViM, a superfícia
PCA foi refletida e cada ponto foi colorido de acordo com Q. Os dois
primeiros componentes acumulam 68% da variância total. (b) A localização
das conformações representativas mostradas na Figura 16.f está indicada nas
projeções ELViM (à esquerda) e PCA (à direita). (c) As estruturas que estão
presentes em cada LCS indicada na Figura 17 são mostradas nas projeções
ELViM (à esquerda) e PCA (à direita).

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura C.8 – Interação RNA–Mg2+ (a) Número médio de átomos de Mg2+ em torno de
cada fosfato, considerando uma distância limite de 8 Å. As 28 simulações
foram incluídas nesta análise. (b) Mapa de contatos mediados por Mg2+ para
trajetória representativa do estado enovelado (96,5TR). Resultado obtido
conforme descrito na Seção C.2.1.2, segundo análise realizada por Avijit
Mainan.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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APÊNDICE D Ű CAPÍTULO 5: RESULTADOS COMPLEMENTARES

D.1 CAUDA H4

Nesta seção, serão apresentadas LCSs e mapas de contato para cada modelo da cauda

H4. Cada figura apresenta novamente o espaço de fase efetivo de cada modelo, com os pontos

coloridos de acordo com a densidade local, calculada através de KDE com núcleo gaussiano.

Algumas regiões, incluindo as de maiores densidades, foram arbitrariamente selecionadas

para análise. As LCSs indicadas são compostas por 20 conformações sobrepostas com

o amino-terminal em vermelho. Além disso, fornecemos mapas de contato médios, ou

frequências de contato, para cada LCS. Os contatos foram definidos entre pares de carbonos

alfa, usando um critério de distância de 8 Å.

Figura D.1 – LCSs e mapas de contato para a forma nativa (N) da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura D.2 – LCSs e mapas de contato para a forma A1A da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura D.3 – LCSs e mapas de contato para a forma A1B da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura D.4 – LCSs e mapas de contato para a forma A2 da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura D.5 – LCSs e mapas de contato para a forma A3 da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura D.6 – LCSs e mapas de contato para a forma A4 da cauda H4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura D.7 – Cauda H4: projeção através de PCA e t-SNE. (a) PCA das coordenadas
cartesianas dos carbonos alfa. Para remover translação e rotação, as con-
formações foram centralizadas na estrutura média da trajetória de MD, e
esse processo foi refinado até atingir a convergência. (b) PCA baseado nos
ângulos de torção Φ e Ψ. Devido à periodicidade, os ângulos diedrais foram
mapeados no círculo unitário, calculando-se o seno e o cosseno de cada ângulo.
A variância explicada por cada componente principal é indicada nos rótulos
dos eixos. Ambas as análises PCA foram realizadas utilizando a biblioteca
Scikit-learn (36). (c) t-SNE foi aplicado seguindo o protocolo descrito na ref.
(164). A matriz de distâncias de entrada foi calculada como o RMSD dos
carbonos alfa. A análise do coeficiente de silhueta (ref. (164)) resultou em
uma perplexidade de 400 para o t-SNE e K=100 para o algoritmo K-means.
Os demais parâmetros foram mantidos conforme descrito na ref. (164). Para
facilitar a comparação, os pontos foram coloridos com base nos valores de
Rg, como na projeção ELViM.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura D.8 – Espaço de fase efetivo de cada variante da cauda H4 gerado por diferentes
métodos de redução de dimensionalidade. Para facilitar a comparação visual,
todos os eixos foram omitidos. Os pontos que representam cada modelo
estão coloridos de acordo com os valores de Rg, enquanto o espaço global é
mostrado em cinza.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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Figura D.9 – Posição relativa das conformações que compõe a assinatura LCS com maior
fração de ocupação em cada modelo. (a) Os pontos que representam as
conformações de cada LCS são indicados com as mesmas cores em todas as
projeções. (b) As LCSs são indicadas para facilitar a comparação.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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D.2 HISTONA H1

Figura D.10 – LCS para os diferentes setores de ligação da H1. O espaço eftivo de cada
setor indicado é representado com os pontos coloridos de acordo com a
densidade local, calculada através de KDE com núcleo gaussiano. As LCSs
indicadas são compostas por 20 conformações sobrepostas com o amino-
terminal em vermelho.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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D.3 OUTROS SISTEMA DO PED

Os sistemas adicionais analisados neste estudo foram:

• NUL (884-993) (189): um fragmento da proteína do complexo do poro nuclear

Nup153 (UniProtKB P49790), disponível em PED00144 e PED00145. Os ensembles

analisados são: NUL1 (PED00144: e001, 8003 conformações), NUL2 (PED00144:

e002, 8930 conformações), NUL3 (PED00144: e003, 7293 conformações), NUL4

(PED00145: e001, 5938 conformações), NUL5 (PED00145: e002, 6620 conformações)

e NUL6 (PED00145: e003, 5528 conformações). Estes ensembles foram baseados

em simulações atomísticas de Replica Exchange com solvatação implícita utilizando

ABSINTH e CAMPARI (190, 191). Em seguida, os ensembles foram ponderados

através do programa COPER (192) para corresponder aos valores experimentais

de Rg2 e diferentes eficiências médias de FRET. Os valores experimentais foram

obtidos em condições desnaturantes (solução salina tamponada com fosfato (buffer

PBS) com 6M de ureia) e nativas (buffer PBS) por meio de smFRET e SAXS. Para

a projeção ELViM, foi selecionada uma a cada duas conformações, resultando em

21.157 pontos.

• Sic1 (221): região amino-terminal Sic1 (1-90). Os conjuntos foram gerados através de

abordagens integrativas, na qual ensembles de conformações aleatórias geradas pelo

TraDES (195) foram refinados através do ENSEMBLE (196), para satisfazer vínculos

experimentais. Os ensembles analisados são: Sic1-1 (PED00159, 500 conformações)

composto pela forma não fosforilada de Sic1, gerado usando dados de SAXS e relaxa-

ção paramagnética (PRE); Sic1-2 (PED00160, 500 conformações) utilizando SAXS,

PRE e deslocamentos químicos (CS); e Sic1-3 (PED00161, 500 conformações), um

conjunto para a forma fosforilada da região amino-terminal da Sic1 (com fosforilação

nos resíduos Thr2, Thr5, Thr33, Thr45, Ser69, Ser76 e Ser80), gerado integrando

dados de SAXS e PRE . Todos os dados foram validados por smFRET para os três

conjuntos. Cada conjunto é composto por 500 conformações.
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Figura D.11 – Espaço de fase efetivo ELViM gerado para os ensembles do fragmento NUL.
Os ensembles foram reamostradas utilizando uma a cada duas conformações.
(a) O espaço efetivo global, contendo 21.157 conformações, é mostrado com
os pontos coloridos com base nos valores de Rg. (b) A figura mostra a
densidade de estados estimada para os ensembles individuais NUL1 a
NUL6. Conformações representativas, obtidas através da análise LCS, são
indicadas para regiões de alta densidade. Cada LCS é composta por cinco
conformações, representadas com amino-terminal em azul.

Fonte: Adaptada (63).
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Figura D.12 – Análise ELViM para a região amino-terminal desordenada de Sic1 (1-90).
(a) A figura mostra a projeção ELViM gerada para os três conjuntos de
Sic1, totalizando 1500 conformações, com os pontos coloridos com base
nos valores de Rg. (b) As conformações de cada conjunto são exibidas na
coluna à esquerda em roxo (Sic1-1), fúcsia (Sic1-2), e ciano escuro (Sic1-3).
Para cada caso, também são fornecidas, na coluna à direita, a densidade de
pontos e LCSs (centróide) de algumas regiões de alta densidade.

Fonte: Adaptada de (63).
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Figura D.13 – Análise qualitativa da reprodutibilidade do ELViM para os ensembles anali-
sados do PED. Para cada sistema, três execuções independentes do ELViM
foram realizadas. Seis pequenas regiões foram arbitrariamente selecionadas
e coloridas com as mesmas cores em todas execuções. Para facilitar a com-
paração, as projeções foram alinhadas à projeção 1. Os resultados indicam
manutenção da vizinha local e da estrutura global da projeção.

Fonte: Adaptada de (63).
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APÊNDICE E Ű CAPÍTULO 6: FIGURAS COMPLEMENTARES

Figura E.1 – Histogramas de energia e perfil de energia livre para os peptídeos MP1 e
H-MP1. (a) Histogramas de energia amostradas em cada simulação para
os peptídeos MP1 e H-MP1. (b) Perfil de energia livre obtido através do
WHAM (214), em função de Qw para a temperatura de 300 K.

Fonte: Adaptada de (64).

Figura E.2 – Distribuição de temperaturas no espaço de fase efetivo para os peptídeos
MP1 e H-MP1. O espaço de fase efetivo para os peptídeos MP1 e H-MP1 em
solução aquosa (Figura 27) é reproduzido, destacando-se as conformações
amostradas em uma temperatura específica (pontos coloridos), sobrepostas
ao espaço de fase global (pontos em cinza).
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Fonte: Adaptada de (64).
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Figura E.3 – Posição em relação à membrana para os peptídeos MP1 e H-MP1. O espaço
de fase efetivo para o sistema peptídeos–membrana (Figura 28) é reproduzido,
destacando-se a classificação dos pontos em relação à membrana modelo. A
classificação foi realizada analisando as distâncias entre os terminais e centro
de massa do peptídeo e a componente z do centro de massa da membrana. Três
estados são considerados: peptídeo em solução aquosa próximo à membrana
(magenta), peptídeo interagindo com a membrana ou parcialmente adsorvido
(laranja) e peptídeo completamente adsorvido (verde).

Fonte: Adaptada de (64).
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APÊNDICE F Ű APLICAÇÃO DO ELVIM A OUTROS SISTEMAS

Neste Apêndice, será brevemente discutida a aplicação do ELViM a três outros

sistemas. Os correspondentes trabalhos podem ser encontrados nas referência (65–67). Nas

seções a seguir, será apresentado um exemplo de cada trabalho, focando nos resultados

obtidos a partir da aplicação do ELViM a tais sistemas.

F.1 DISTINGUINDO ROTAS DE ENOVELAMENTO EM REPETIÇÃO DE ANQUI-

RINA

Proteínas de repetição em tandem (TRP, do inglês Tandem Repeat Protein) são

caracterizadas pela presença de motivos estruturais que se repetem ao longo da cadeia

polipeptídica e desempenham papéis cruciais em diversas funções biológicas. Dentre os

diversos tipos de TRPs, destacam-se os solenoides alfa, uma classe especial na qual as

repetições se empilham lateralmente, formando estruturas alongadas e flexíveis, essen-

ciais para interações proteína-proteína e reconhecimento molecular (222). Um exemplo

proeminente desses motivos é a repetição de anquirina (ANK), composta por cerca de

33 aminoácidos que se repetem em tandem, formando domínios estruturais altamente

semelhantes (223,224). O enovelamento dessas proteínas é um processo complexo e frequen-

temente cooperativo que geralmente inicia-se com uma nucleação localizada, seguida pela

propagação estrutural aos elementos adjacentes. Se os vínculos energéticos locais e entre

as repetições forem semelhantes, podem emergir vias paralelas de enovelamento (225,226).

Por outro lado, a redução dos vínculos energéticos entre repetições pode comprometer a

cooperatividade, originando subdomínios estruturais (227).

No estudo relatado na referência (65), o ELViM foi empregado para explorar o

relevo de energia de proteínas da família ANK constituídas por 3, 4 e 6 repetições. Os dados

analisados foram obtidos a partir de simulações realizadas com modelo SBM, utilizando o

campo de força AWSEM (228). Para cada proteína, o espaço conformacional foi amostrado

por meio de uma simulação clássica (sem viés) e 40 janelas com potencial de umbrella

sampling centradas em valores igualmente espaçados de Q. Na Figura F.1 exemplifica-se o

resultado obtido para a proteína 4ANK, com quatro repetições.

A Figura F.1.a mostra a estrutura tridimensional da proteína 4ANK (PDB: 1N0R),

uma proteína projetada com quatro repetições consensuais idênticas. O perfil de energia

livre, obtido ao longo da coordenada Q através do WHAM (214), é apresentado na Figura

F.1.b. Inicialmente, o processo de enovelamento foi mapeado analisando a fração de

contatos nativos formada por cada resíduo (Qlocal) em função da fração total de contatos

nativos (Qglobal), como ilustrado na Figura F.1.c. Essa análise indicava que o enovelamento
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iniciava-se na repetição R4, embora essa formação parecesse se desfazer e ser retomada

somente na etapa final, um fenômeno conhecido como backtracking.

A projeção ELViM para o sistema é apresentada na Figura F.1.d, com os pontos

coloridos com base nos valores de Q. Três regiões específicas, que ligam as bacias dos

estados desnaturado e enovelado, são indicadas delimitadas por linhas pontilhadas. Um

mapa de frequências de contatos para cada região é apresentado na Figura F.1.e. De

forma interessante, a região (i) apresenta conformações nas quais somente a região carboxi-

terminal está formada, enquanto a região (iii) é composta por conformações em que apenas

o amino-terminal se encontra formado. Esse resultado sugere a existência de duas rotas

distintas de enovelamento, conforme observado por outros métodos de análise e simulação

(23). Análises de simulações não enviesadas demonstraram que o enovelamento procede,

com maior probabilidade, pelo caminho (iii). Por outro lado, na região (ii), apenas a

região central da proteína está formada, um fenômeno descrito por métodos teóricos e

experimentais como fraying.

Figura F.1 – Análise do enovelamento da proteína 4ANK. (a) Estrutra tridimensional da
proteína 4ANK (PDB: 1N0R), uma proteína projetada com quatro repetições
consensuais idênticas, representada em cartoon com amino-terminal em azul.
Cada repetição é formada por um motivo hélice-alça-hélice. (b) Perfil de
energia livre obtido através do WHAM (214). (c) Histograma indicando a
relação entre os valores globais e locais de Q. Para um resíduo i, o valor local
Qi corresponde à fração dos contatos nativos formados com o resíduo i. (d)
Projeção ELViM obtida para o sistema a partir de simulações de umbrella
sampling. (e) Mapa de frequência de contatos para regiões indicadas.

Fonte: Adaptada de (65).
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F.2 DISTINGUINDO ROTAS DE FORMAÇÃO DE NÓ TOPOLÓGICO NA PRO-

TEÍNA LEPTINA

Proteínas com nós topológicos exibem um entrelaçamento complexo da cadeia

polipeptídica, conferindo-lhes estabilidade e funcionalidades únicas (229,230). A leptina,

um hormônio crucial na regulação do gasto energético e da saciedade, exemplifica essa

complexidade estrutural (231,232). Sua arquitetura consiste em um feixe de quatro hélices

alfa, complementado por uma hélice curta inserida em um loop quase perpendicular ao

feixe principal, conforme ilustrado na Figura F.2.a. Estudos experimentais revelaram

que, em solução, a leptina adota uma topologia singular, na qual uma ponte dissulfeto,

entre a cisteína carboxi-terminal C146 e a C59, forma um laço covalentemente ligado,

através do qual as hélices se entrelaçam (231). Essa descoberta levou à identificação de

um novo tipo de proteína com nó, denominado Pierced Lasso Topology (PLT) (232,233).

Após a formação desse laço covalente no estado oxidado, o entrelaçamento pode ocorrer

por dois mecanismos distintos, esquematizados na Figura F.2.b: Plugging (P), no qual

uma extremidade livre atravessa o laço, e Slipknotting (S), no qual um resíduo interno

cruza o laço (234). Estudos anteriores demonstraram que a leptina se entrelaça através do

mecanismo (S) em 99% dos casos (232).

No estudo descrito na referência (66), o ELViM foi utilizado para investigar si-

mulações de enovelamento da leptina, previamente analisadas na referência (232). As

simulações foram realizadas com um modelo SBM de resolução Cα, preparado no SMOG

(235) e utilizando o mapa de contatos Shadow map (236).

A Figura F.2.c apresenta o espaço de fase efetivo projetado pelo ELViM, colorido

de acordo com a fração de contatos nativos. Apesar da complexidade introduzida pelo

nó topológico, o ELViM projeta um espaço no qual Q varia de forma aproximadamente

contínua, sem distorções evidentes.

Para investigar as rotas de enovelamento, a Figura F.2.d exibe novamente a projeção,

agora colorida pelo índice do resíduo que cruza a superfície de área mínima definida pelo

laço (237). Conformações sem entrelaçamento são mostradas em cinza. Notavelmente, é

possível observar uma separação entre os caminhos, que agrupam conformações seguindo

os mecanismos (P) e (S). Alguns pontos ruidosos ou mal posicionados, segundo o critério

do índice de cruzamento, também estão presentes, mas não comprometem a análise do

comportamento efetivo do sistema.

Duas regiões, I e II, abrangendo as vizinhanças imediatas dos pontos onde o

entrelaçamento se inicia foram selecionadas de acordo com o índice de cruzamento. As

conformações nessas regiões foram separadas em dois grupos: pré e pós-entrelaçamento.

Mapas de frequência de contato foram gerados para cada um desses casos, sendo as

conformações pré-entrelaçadas mostradas na Figura F.2.e. Como resultado interessante, ao
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comparar as regiões associadas aos mecanismos (P) e (S), verifica-se que um conjunto de

contatos nativos — envolvendo os resíduos L45-L49 e K53-L59, destacados em laranja na

Figura F.2.e — apresenta frequência significativa no caminho (P), mas não no dominante

(S). Essa observação sugere detalhe atomístico que pode ser testado em estudos futuros,

modificando a intensidade dessas interações para investigar se, de fato, desempenham um

papel relevante na probabilidade de ocorrência de cada mecanismo.
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Figura F.2 – Análise de rotas de entrelaçamento na proteína leptina. (a) Estrutura tridi-
mensional da leptina obtida por RMN (PDB: 8K6Z, modelo 1), representada
em cartoon com a extremidade amino-terminal em azul. No estado oxidado,
uma ponte dissulfeto entre as cisteínas C59 e C146 (carboxi-terminal) forma
um laço covalente através do qual o feixe de hélices se entrelaça. (b) Esquema
de dois possíveis caminhos de entrelaçamento. (c) Projeção ELViM para
trajetórias de enovelamento obtidas por modelos simplificados (SBM), com
pontos coloridos de acordo com os valores de Q. (d) Projeção ELViM colorida
segundo o índice do resíduo que atravessa a superfície de área mínima definida
pelo laço covalente. Conformações sem entrelaçamento são mostradas em
cinza. Algumas estruturas representativas são fornecidas para exemplificar o
processo de entrelaçamento. (e) As regiões I e II abrangem a vizinhança do
início do entrelaçamento, conforme indicado pelo índice de cruzamento. A
matriz triangular superior apresenta um mapa da diferença nas frequências
de contato entre as duas regiões, enquanto a matriz inferior exibe o mapa dos
contatos nativos. Em laranja, destacam-se os contatos nativos que podem
favorecer o mecanismo (S) em detrimento da rota dominante (P).
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Fonte: Adaptada de (66).
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F.3 ANÁLISE CONFORMACIONAL DOS EFEITOS DE MUTAÇÕES NA PROTEÍNA

ELF3

A planta Arabidopsis thaliana, amplamente utilizada em estudos de genética e

bioquímica, é um organismo chave na investigação dos mecanismos do ciclo circadiano em

plantas (238). Esse relógio biológico interno permite que a planta sincronize seus processos

fisiológicos com as mudanças ambientais diárias, como os períodos de luz e escuridão. Um

dos componentes desse relógio é o Complexo da Noite (EC, Evening Complex), composto

pelas proteínas ELF3, ELF4 e pelo fator de transcrição LUX ARRYTHMO, que regula a

expressão de genes essenciais para o ritmo circadiano, florescimento e resposta a sinais

ambientais como luz e temperatura (238).

A ELF3 é uma IDP composta por 695 resíduos e apresenta um domínio carboxi-

terminal semelhante a príon (PrD), inicialmente identificado por Jung e colaboradores

(239). O PrD corresponde a um quarto da sequência total da ELF3 (resíduos 492 a 664)

e está associado à formação de condensados moleculares (239). Estudos realizados com

a gramínea Brachypodium distachyon, na qual a ELF3 não apresenta o domínio PrD,

demonstraram que a taxa de crescimento da planta é insensível a elevações de temperatura,

sugerindo que o PrD desempenha um papel crucial na sensibilidade à temperatura do EC.

A estrutura da ELF3 apresenta três regiões contendo tratos poli-Q, compostos por uma

sequência de glutaminas, sendo que uma delas possui comprimento variável em diferentes

populações de Arabidopsis thaliana. Estudos preliminares de dinâmica conformacional

destacaram a importância de uma hélice (HARO, resíduos 494 a 504), composta por resíduos

aromáticos que estabelecem uma ligação de longo alcance com a fenilalanina F527 (67).

No estudo descrito na referência (67), diversos métodos computacionais foram em-

pregados para investigar os possíveis mecanismos responsáveis pela resposta à temperatura.

A Figura F.3 ilustra a aplicação do ELViM para analisar trajetórias do ELF3-PrD, obtidas

por REST2 (Replica Exchange with Solute Tempering) para as temperaturas de 290, 300,

320 e 405 K. A Figura F.3.a ilustra o espaço de fase efetivo gerado pelo ELViM, que

abrange a forma nativa (N) e a mutação F527A, em todas as temperaturas simuladas. As

conformações de cada variante são representadas no mapa de cores sobre o espaço global

em cinza. Como discutido em outros capítulos desta tese, a análise permite visualizar

regiões exclusivamente ocupadas por cada modelo, destacando-se o impacto conformacional

da mutação.

Além disso, está indicada, sobre o mesmo espaço, a fração da hélice HARO formada,

bem como a distância mínima entre o resíduo F527 (ou A527) e a hélice aromática. Ao

colorir a projeção ELViM com diferentes CVs, torna-se possível relacionar tais parâmetros

com as assinaturas conformacionais que caracterizam cada região da projeção. Duas dessas

assinaturas LCSs são indicadas na Figura F.3.b, mostrando como a distância de ligação

entre o resíduo F527 e a região aromática é perdida com o aumento da temperatura.
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Por fim, destaca-se que outros métodos de simulação e análise também foram

explorados ao longo deste trabalho, cujos detalhes podem ser consultados na referência

(67).

Figura F.3 – Análise de mutação na proteína ELF3: (a) Espaço conformacional efetivo
gerado pelo ELViM, abrangendo a forma nativa (N) e a mutação F527A
em diferentes temperaturas. Os pontos foram coloridos com base no raio de
giração (coluna à esquerda), na porcentagem de formação da hélice aromática
HARO (coluna central) e na distância mínima entre o resíduo F527 (ou A527)
e HARO. (b) A figura mostra o subespaço da forma nativa amostrado às
temperaturas de 290 e 320 K. Duas LCSs são indicadas, ilustrando a perda
da interação F527–HARO.
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