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INTRODUGAO:

A estrutura de proteinas e seus mecanismos de enovelamento dependem do ambiente
molecular e s&o sensiveis a pequenas variagbes de temperatura, pressao e presenca de moléculas
organicas, conhecidas como cossolventes [1]. O TMAO e a ureia sdo dois cossolventes cujos efeitos
sobre a estabilidade das estruturas das proteinas sao bastante conhecidos, mas os mecanismos
moleculares subjacentes ainda ndo sdo completamente compreendidos [2-4]. Neste projeto, estdo
sendo utilizadas simulagbes de dindmica molecular com técnicas de amostragem ampliada para
estudar o enovelamento de peptideos com diferentes elementos de estruturas secundarias
(alfa-hélices e folhas-beta) em solugbes aquosas com cossolventes. Os efeitos dos solventes seréo
analisados utilizando as fung¢des de distribuicdo de minima-distancia (MDDF) [5] e a teoria de
Kirkwood-Buff [6], buscando comparar os resultados obtidos com os parametros experimentais e obter
uma visao molecular detalhada acerca dos efeitos de cada cossolvente.

METODOLOGIA:

Simulacdes de dindmica molecular

No projeto, foram usadas simulagdes de dindmica molecular com amostragem ampliada, mais
especificamente, com troca de réplicas de Hamiltoniano (H-REMD) [7] de solu¢des aquosas contendo
um peptideo que adota a estrutura secundaria de alfa-hélice, como visto na figura 1.

Tal modelo foi empregado por conter dados experimentais
que puderam ser utilizados para comparagao com os resultados
das simulagdes [8]. Ao todo, seis simulagdes foram realizadas:
TMAO em trés concentragdes: 0,5mol/L, 1,0mol/L, 1,5mol/L, com
0 peptideo e agua, e ureia nas mesmas trés concentracdes
anteriores, com o peptideo e agua; todas com temperatura da
réplica original a 300K e uma caixa cubica de 70A. Além disso,
utilizou-se uma simulagdo do peptideo em agua pura em uma
caixa cubica de 56A a 300K de trabalhos anteriores do grupo
para uma analise preliminar dos resultados [9].

A técnica de H-REMD foi escolhida pOiS, em relagéo as Figura 1: representacdo visual da estrutura
simulagBes convencionais, possui uma melhor amostragem da || pae ooriee B0 PeP e o o
dindmica da espécie estudada, no caso, das estruturas do || cinza ransparente. Fonte: autoria propria
peptideo na solugédo ao longo da trajetdria [8.10]. Dessa forma, o
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conteldo de estrutura secundaria do soluto no sistema pode ser mais compativel com os resultados
experimentais.

Recursos computacionais e as funcdes de distribuicdo de minima-distancia
As posicbes iniciais dos atomos foram obtidas pelo programa Packmol [11]. Utilizando as

integrais de Kirkwood-Buff [6], computadas a partir das fungdes de distribuicdo de minima-distancia
(MDDFs) [5], ambas calculadas usando o pacote ComplexMixtures.jl [12], obtivemos os parametros de
solvatacao preferencial dos cossolventes com os peptideos [5]. O espectro de dicroismo circular para
cada simulacao foi obtido pelo programa SESCA [13] usando a base de calculo HBSS-3SC1 e o
conteudo de alfa-hélice usando o pacote ProteinSecondaryStructures.jl empregando o método de
calculo DSSP [14].

A partir das funcgdes de distribuicdo de minima-distancia (gmd(r) ), pode-se obter a variagcao da

@

densidade do solvente ou cossolvente a uma distancia “r’ do soluto. A variagéo € dada pela razéo
entre a densidade de distancias minimas dos atomos de uma das espécies citadas (n(r)) na posi¢ao
“r’ e a densidade de distancias minimas dos mesmos atomos, da mesma espécie estudada, na mesma
posicdo, mas agora sem haver interagdes soluto-espécie (n * (r)), como descrito na equagao (1). Com
isso, € possivel compreender as interacbes estabelecidas entre cossolventes e o soluto,
caracterizando a estrutura de solvatacido dos peptideos pelos cossolventes [5].

9,0 =755 ()

Analise dos resultados

Inicialmente, para comparar os resultados das simulagbes com os dados experimentais,
obtiveram-se os espectros de dicroismo circular (CD) do peptideo em cada sistema e o contetdo de
alfa-hélice média do peptideo e de cada residuo ao longo da trajetéria. O espectro mede a
absortividade da luz circularmente polarizada (expresso neste trabalho pela elipticidade molar da
proteina, 8) em fungdo do comprimento de onda da radiagao incidente sobre a amostra [15]. O grafico
obtido junto aos valores de conteudo pode ser usado para confirmar o fenébmeno de estabilizagdo ou
desestabilizagdo da estrutura do peptideo, bem como a coeréncia entre os resultados da simulacao
com os experimentais.

Apos isso, as trajetérias provenientes da dinamica molecular foram utilizadas para o calculo das
funcbes de distribuicdo de distdncia-minima (MDDFs) e das integrais de Kirkwood-Buff (KBls). Quando
as duas sdo analisadas em conjunto, tem-se uma melhor compreensdo molecular da acumulagéo ou
exclusdo do solvente ou cossolvente ao redor do soluto. Com ela, calcularam-se os parametros de
interagéo preferencial () de cada simulagdo que medem a variagdo no numero de moléculas de
solvente ou cossolvente na mudanga da concentracdo da proteina dentro do dominio do soluto, ou
seja, a regido no espago onde as interagdes entre ele e as demais espécies do sistema ndo séo
despreziveis [5]. Em particular, para o cossolvente (l'uc), os parametros podem ser estimados pela
equacao (2):

I ~px[6 A — G (R)] (2
onde P, € a densidade do cossolvente no “bulk” da solug¢éo, ou seja, onde as interagdes entre soluto e

cossolvente sdo despreziveis, GuC(R) e GuW(R) sdo as integrais de Kirkwood-Buff para o solvente e

agua, respectivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os espectros de CD com os valores de conteudo de alfa-hélice médio no peptideo (em
porcentagem) para cada simulagdo podem ser vistos na figura 2:
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Figura 2: espectros de dicroismo circular obtidos com o programa SESCA [13] para sistemas com agua pura, TMAO e ureia e
o conteudo médio de hélice. A curva experimental foi obtida a uma temperatura de 30°C (temperatura mais proxima a dos

sistemas simulados) [8].

Apesar dos espectros calculados nao se ajustarem perfeitamente ao resultado experimental, é
notdrio o aumento de 6 com o aumento da concentracdo do cossolvente para a ureia em 222nm [16].
Com isso, pode-se ter ao menos uma analise qualitativa do efeito da desnaturacdo da hélice pela
presenca de ureia que se confirma pela diminuicdo do conteiudo de estrutura secundaria calculado,
como visto na figura 2. Ja para o TMAO, a desnaturagao da estrutura secundaria, vista na figura 2,
contradiz resultados de trabalhos com outros cossolventes estabilizadores [8, 9, 16] e a proximidade
das curvas obtidas levam a duas interpretagdes: (1) no tempo de simulagao, a propriedade analisada
nao convergiu para o valor médio esperado ou (2) os pardmetros envolvidos na construcdo da
trajetéria ndo conseguem reproduzir bem a propriedade da maneira esperada. Isso também pode ser
observado entre as simulagdes de 1,0M e 1,5M de ureia que aparentam representar contetddos de
hélice similares, como evidenciado pelas porcentagens na figura, enquanto espera-se que o conteldo
aumente com o aumento da concentragao do estabilizante.

As MDDFs e KBIs dos cossolventes (ureia ou TMAO) podem ser vistas na figura 3. Os
parametros de solvatacao preferencial dos cossolventes estdo apresentados na tabela 1 :
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Figura 3: MDDFs e KBIs obtidas para cada sistema usando o pacote ComplexMixtures.jl [12].
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concentracao (mol/L) 0,5mol/L 1,0mol/L 1,5mol/L

M m-Acua -0,79436 -2,0502 -2,7628

IMur-Acua 0,73122 1,0850 1,4332

Tabela 1: parametros de solvatacédo preferencial de cada simulagdo entre TMAO e solvente (TM-AGUA) e ureia e solvente
(UR-AGUA) computados a partir dos valores das integrais da figura 3 na distancia maxima do dominio proteico (15A).

As MDDFs tanto para o TMAO quanto para a ureia, mostram que a uma distancia minima do
peptideo de aproximadamente 2,8A existe um aumento na densidade de moléculas dos cossolventes.
Nota-se, ainda, que os picos dessa primeira camada de solvatagdo para os sistemas com ureia séo
maiores que no caso do TMAO, indicando que o primeiro cossolvente tem maior afinidade por interagir
com a proteina que o segundo, fato reforgado pelas KBls correspondentes. Para o TMAO, todas as
integrais convergem para valores negativos, indicando que o volume que as suas moléculas ocupam
no dominio € menor que no caso da auséncia do soluto na mistura. Porém, o efeito da variacdo da
concentragdo do cossolvente ndo € claro uma vez que a convergéncia da integral para a concentragao
de 0,5M nao foi adequada (a curva aumenta progressivamente com o aumento da distancia).

Ja para a ureia, dentro do dominio proteico (aqui considerado até uma distancia minima de
15A), o volume que suas moléculas ocupam para a concentracdo de 0,5M é maior que no caso da
auséncia do soluto na mistura (a integral converge para valores positivos) e, para as demais
concentragdes, compensa o volume de exclusao do peptideo (valores convergem para zero) [1,5].

Por fim, pela analise dos parametros de solvatacao preferencial, para misturas com aumento na
concentragdo de TMAO, os valores progressivamente mais negativos indicam que o soluto exclui cada
vez mais o estabilizante do dominio, sendo, portanto, preferencialmente hidratado. Com relagao as
misturas com ureia, o inverso acontece, ou seja, ureia se acumula cada vez mais no dominio e solvata
preferencialmente o peptideo. Qualitativamente, os parédmetros refletem o resultado esperado de
solvatagdo de estabilizantes e desestabilizantes de proteinas [1].

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS:

Até o presente momento, foi possivel observar que as simulagdes reproduziram, da forma
esperada, aspectos da solvatacao dos cossolventes para cada sistema. Com isso, péde-se observar
uma primeira camada de solvatagdo em cada mistura que pode ser investigada a fim de estudar mais
profundamente as interagbes entre o cossolvente e peptideo. Além disso, foram capazes de amostrar
o fendbmeno de desnaturacao da estrutura de alfa-hélice do peptideo para os sistemas com ureia,
porém, nao reproduziram bem a estabilizagdo da estrutura secundaria para os sistemas com TMAO,
nem mudancas esperadas com o aumento das concentragdes dos cossolventes.

Com isso, pretende-se investigar o problema simulando, nas mesmas condigdes e empregando
as mesmas técnicas, sistemas com concentragdes ainda maiores dos cossolventes (por exemplo:
2,0M e 3,0M) e aumentando o tempo simulado de cada simulacao ja feita, estudando possiveis
mudancas nos resultados de cada calculo feito anteriormente.

Para as MDDFs ja obtidas, serao feitas as suas decomposi¢des nas contribuicdes atbmicas dos
cossolventes para estudar as interagdes que originam os picos observados.

Finalmente, serdo propostas mudancas nos parametros que descrevem as interagdes entre os
atomos de cada espécie das misturas (campos de forca), avaliando os impactos dessas alteragdes nos
novos resultados obtidos, evitando que suas melhorias levem a uma piora daqueles ja considerados
adequadamente reproduzidos.
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