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INTRODUCAO

O enovelamento de proteinas esta intimamente ligado as condigdes do meio em que se
encontram. Moléculas organicas, conhecidas como cossolventes, podem modular a estabilidade de
suas estruturas [1]. Neste projeto, desenvolveu-se uma metodologia de calculo capaz de reponderar
resultados estruturais e de solvatacdo da proteina, baseando-se na Teoria de Perturbagdo da Energia
Livre (FEP) [2]. Com isso, foi possivel entender como a estabilidade da estrutura secundaria de um
peptideo é afetada por interacdes intermoleculares, por meio da perturbacao delas, sem a necessidade
de realizar novas simulagoes.

Como forma de aplicar a metodologia, utilizaram-se simulagbes de dindmica molecular de
solugbes aquosas de um peptideo na presenca de ftrifluoroetanol em diferentes concentragdes. Os
resultados mostram como as fungbes de distribuicdo de distdncias minimas (MDDFs) [3], os
parametros de solvatacao preferencial do cossolvente (Itre.acua), € @ porcentagem estrutural média de
estrutura secundaria variam em funcdo da intensidade da modificagdo aplicada nas interagdes
intermoleculares estudadas.

METODOLOGIA

imulacd inami

No projeto, foram usadas simulagbes por dindmica
'molecular com amostragem ampliada por troca de réplicas de
Hamiltoniano (H-REMD). O modelo de peptideo empregado foi o
AAQAA;, cuja estrutura nativa era a a-hélice [4]. Os sistemas eram
compostos por solugbes aquosas contendo fragmento de proteina
e trifluoroetanol em quatro concentragdes: 20%, 40%, 50% e 60%
(v/v); com temperatura de 300 K em uma caixa cubica de 56 A,
salvando-se 1001 frames. A figura 1 mostra o sistema a 20%:

Metodologia de calculo e interacbes perturbadas Figura 1: representagao visual do sistema
Para se entender como as interagdes intermoleculares simulado contendo TFE a 20% (v/v).
. o Fonte: autoral.
afetam a estrutura proteica, calculou-se o novo peso estatistico de

cada frame “” (Pl,) em uma simulagdo com “N” frames a partir da

equacao 1, baseada na equacgao de FEP [2]
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onde AUl, é a diferenga de energia potencial entre o frame “i” com e sem a perturbagéo aplicada e $ € o

produto k - T, onde k € a constante de Boltzmann e T e temperatura. Essa diferenga € computada pela
soma das energias resultantes da aplicagdo da perturbagdo sobre cada interagdo, do mesmo tipo,
presentes no frame “i”. A perturbacao, por sua vez, é uma fungcdo que depende da distancia entre os
atomos envolvidos nas interagdes. Entdo, Com os novos pesos de cada frame da simulacdo, é

possivel obter o novo valor de uma propriedade média b% qualquer pela equacao

_ N
X = ) x- P, (2)

em que x, € o valor dessa propriedade no frame “i”. Para o projeto, foi utilizada como perturbacgéo a

equacao que pode ser vista na figura 2A, abaixo.
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Figura 2: A) Funcao de perturbagéo com diferentes valores de “6” com Toorte = 10A. B) e C) Ligaco de hidrogénio

entre o TFE e o oxigénio carbonilico da cadeia principal do peptideo e interagao entre os atomos de flior do TFE com a
cadeia lateral hidrofébica (grupos -CH;) dos residuos de alanina, respectivamente. Fonte: autoral.

Essa equacao foi utilizada pois ha um decaimento de sua intensidade conforme “r’ aumenta até
atingir o corte (rcme), onde vale zero.

Ja as interagdes intermoleculares perturbadas foram as ligagdes de hidrogénio entre o
hidrogénio da hidroxila do TFE e o oxigénio da carbonila da cadeia principal proteica (Hre-Oc-o), Vista
na figura 2B, e as interagdes hidrofébicas entre os atomos de fluor do alcool com os grupos metila
(-CH5) que compbe as cadeias laterais dos residuos de alanina (Frre-Mea ), Na figura 3C. Essas duas
interagdes foram escolhidas por serem reportadas na literatura como contribuidoras para o fenébmeno
estabilizante do trifluoroetanol [5].

Andlise dos resultados

Os raios de cortes selecionados para as interacées Hyre-Oc-o € Frre-Mea a foramde 2,0 e 3,8 A,
respectivamente. Esses valores correspondem aos vales da primeira camada de solvatacdo, onde a
ligacao de hidrogénio comentada esta presente e da segunda, onde se encontram majoritariamente as
interagbes hidrofébicas, de acordo com as MDDFs apresentadas na figura 3A. As MDDFs consistem
na distribuicdo de distancias minimas entre qualquer atomo da proteina e do solvente ou cossolvente.

Com essas distribuicbes, € possivel calcular a densidade de distdncias minimas

peptideo-cossolvente como fungéo da distancia “r’ ( g:cd(r)) e obter o perfil solvatacdo do peptideo
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pelo TFE; determinando ndo s6 o nimero de camadas de solvatagao formadas, como também a que
distancia elas ocorrem e a sua intensidade. A partir da decomposicao da curva total, pode-se observar
quais atomos do cossolvente estdo envolvidos nas interagées que dao origens aos picos. Usou-se,
entdo, essa decomposigao para obter L de cada interagao estudada (Figura 3D).
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Figura 3: A) MDDFs TFE-peptideo em diferentes concentragdes; as linhas tracejadas representam T o Para cada

interacéo. B) e C) Recortes dos picos referentes as ligacdes de hidrogénio formadas e as interagdes inespecificas do TFE

com o peptideo, respectivamente. D) Decomposi¢do da fungéo de distribuicdo de distancias minimas para o sistema a 20%

nas contribuicbes dos atomos de hidrogénio e fluor do cossolvente. O comportamento € o mesmo para os demais sistemas.
Fonte: autoral.

O parémetro de solvatacao preferencial do cossolvente (I'treicua) indica se na regido em que
ha interagcbes proteina-vizinhanga, conhecida como dominio proteico [3], o soluto possui interacbes
preferenciais com a agua (Mreigua < 0) ou com o TFE ([Mre.acua > 0) [3,6]. Esse pardmetro pode ser
obtido pela equacgao

FTFE—AGUAz Preg [GTFE(rbulk) GAGUA(rbulk)]' (3)

onde p___ é a concentracdo molar de trifluoroetanol na solugéo e Gu(rbulk) € o valor da integral de

TFE
Kirkwood-Buff da espécie “u”, na distancia minima a partir da qual ndo ha mais interagdes da proteina

com o restante do sistema (rbulk = 15 A) [3,6,7]. As MDDFs e integrais (usadas na computacéo de

Meeacua) foram obtidas usando o pacote ComplexMixtures.jl [8], desenvolvido pelo grupo.

Outra propriedade calculada foi a porcentagem de a-hélice com o algoritmo DSSP usando o
pacote MolSimToolkit.jl [9]. Com esse resultado, € possivel avaliar a estabilizagdo da proteina quando
as interagdes intermoleculares selecionadas sofrem uma perturbacéo.

Com isso, calculou-se a variacao relativa da altura do pico nas MDDFs correspondentes a cada
interagdo intermolecular mencionada, do parametro de solvatacdo e do conteudo de hélice em cada

sistema, utilizando 25 valores de “®” da equacado na figura 2A em um intervalo de — 1 - 10_3 a
1- 10_3. O calculo dessas propriedades relativas se deu pela equacéao
5=0

. (4)
A Aa:o

onde Aﬁ_x € o valor da propriedade “A” para um valor “x” qualquer de “0” e AS_ 0 € o valor quando néo

ha perturbacéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De inicio, como forma de analisar a solvatagao preferencial do peptideo e o efeito estabilizador

do trifluoroetanol, calculou-se

rTFE—AGUA

e o conteudo de estrutura nativa do peptideo para as
simulagdes sem modificagdes, cujos resultados estdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Irescua © O conteldo de estrutura nativa das simulagdes sem perturbagbes. Fonte: autoral.

concentragéo (% v/v) | Agua pura 20 40 50 60 80
IMre-Acua - 2,780 6,325 6,262 3,800 2,880
% de hélice 5,21 10,68 16,22 15,54 19,54 12,81

Ja os resultados das propriedades relativas estdo compilados na figura 4:
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Figura 4: Variagdes relativas da altura dos picos nas MDDFs (A e D), do parametro de solvatagao preferencial (B e
E) e do contetddo de a-hélice (C e F) em fungéo do valor “d” da perturbagéo. As linhas cheias representam os resultados da
aplicacdo da perturbagao sobre as interagdes H.=-Oc-o. Ja as tracejadas sao resultantes da aplicagao da perturbagao sobre
as interagbes Frre-Mep - A figura A) se refere a altura relativa do pico da primeira camada de solvatagéo e B), da segunda,
cujas distancias minimas associadas (rpiw) estdo em destaque nas imagens. Fonte: autoral.

Diante dos resultados, verifica-se que as retas decrescentes das figuras 4A e 4D indicam que
ao enfraquecer, respectivamente, as interagdes He-Oc-0 € Frre-Mey s, a formacao de cada uma é
desfavorecida, causando uma diminuicdo nas suas densidade de distancias minimas. Essa diminuigao
de densidades se reflete na diminuicdo da altura dos picos correspondentes.

Para a ligagdo de hidrogénio Hre-Oc-o, apesar da discordancia da simulagdo de 40% (v/v),
observa-se que a proteina passa a ser cada vez mais preferencialmente solvata pelo alcool nos
demais sistemas, juntamente com uma estabilizagdo progressiva de sua estrutura, devido ao
comportamento crescente das retas em 4B e 4C.

Ja no caso das interagbes hidrofdbicas Fire-Mesa, cOm 0 seu enfraquecimento, a proteina
passa cada vez mais preferencialmente hidratada acompanhada de uma diminuicdo de seu conteudo
de estrutura secundaria, exceto na simulagéo de 80% (v/v), como visto em 4E e 4F.

Essa combinagdo de resultados, por sua vez, mostra que a ligagdo de hidrogénio citada, que se

acredita ser um fator estabilizante, € uma interagdo que leva a desnaturagao da hélice, como ja
reportado em um trabalho recente do grupo [9]. Além disso, a combinagao corrobora, também, com a
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hipétese de que interacbes entre os atomos de flior do trifluoroetanol e cadeias laterais apolares
expostas de proteinas favorecem o enovelamento estrutural [5].

Quando ha o enfraquecimento progressivo das ligagbes de hidrogénio Hyre-Oc-o, O NUmMero
dessas interagdes diminui e o cossolvente prefere cada vez mais interagir com o peptideo por meio de
interacdes inespecificas, que incluem interagbes hidrofébicas com os atomos de flior. Como as
interagdes F-=-Mey 4 S30 estabilizantes, o alcool € mais preferencialmente acumulado no dominio
proteico, e tém-se o aumento do conteludo de a-hélice do peptideo. Em contrapartida, quando se
enfraquece as interagdes Frrz-Mey s, 0 NUMero dessas interagdes diminui e as ligagdes de hidrogénio
H-Oc-o proteina sao preferidas cada vez mais pelo cossolvente, levando a desnaturacao estrutural
que é acompanhada pela exclusao preferencial do trifluoroetanol do dominio.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste projeto, foi possivel desenvolver e aplicar uma metodologia de calculo que utiliza a
reponderacao estatistica dos frames da simulagcéo original. Os resultados obtidos corroboram com a
hipotese do papel estabilizante das interagbes entre os atomos de fllor do cossolvente e as cadeias
laterais hidrofébicas de proteinas [5]. Além disso, foi observado o papel desestabilizante que a ligacao
de hidrogénio entre TFE e oxigénio da carbonila da cadeia principal proteica [6] tem sobre estruturas
secundarias. O método desenvolvido neste trabalho foi implementado no pacote MolSimToolkit.jl
(https://m3q.github.io/MolSimToolkit.jl/dev/Reweighting/), de forma publica e gratuita. Essa nova
implementacdo pode ser utilizada para estudar quaisquer interagdes intermoleculares presentes em
diversos sistemas moleculares, sem a necessidade de serem feitas novas simulacdes, oferecendo
uma grande economia de recursos computacionais e de tempo.
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