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“ E disse Deus: Haja luz; e houve luz.
E viu Deus que era boa a luz;
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(Génesis 1:3,4)

“ Somente um principiante que ndo sabe nada sobre ciéncia
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(James Clerk Maxuwell)

“E agora, José?

A festa acabou, a luz apagou,
0 povo sumiu, a noite esfriou,
e agora José?”

(Carlos Drummond De Andrade)

“ ...Deus me proteja de mim e da maldade de gente boa
Da bondade da pessoa ruim
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Perdido fica perguntando
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Perigo é se encontrar perdido
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Nao olhar, nido ver

Bom mesmo é ter sexto sentido

Sair distraido espalhar bem-querer...”

(Chico César)
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Uma perspectiva dindmica sobre os dados de ligacao cruzada XL-MS

por Diego PIMENTA

O experimento de ligagdo cruzada XL-MS consiste na promocao de ligagdes
interresiduais e suas identificagdes em uma proteina. Mediante o conhecimento do
agente de ligacdo cruzada utilizado, informagdes relevantes sobre a estrutura da prote-
ina podem ser obtidas. Neste estudo analisaram-se os dados experimentais de ligagao
cruzada XL-MS e as estruturas obtidas por simulacdo para a SalBIII e para a Calmodu-
lina. A compatibilidade dos cross-links com as estruturas da simula¢do em fung¢ao do
parametro de qualidade de espectros nos mostrou uma correlagdo positiva, indicando o
parametro de score como mais significativo para a sele¢do de cross-links compativeis
tanto com a estrutura cristalografica quanto com as estruturas da simulagdo. Na anélise
de compatibilidade das ligacdes cruzadas com estruturas da simulagdo mostrou-se
importante o estudo das distancias topoldgicas e euclidianas em conjunto, sendo ambas
relevantes e pertinentes em muitos dos casos onde os resultados fugiam do esperado.
No caso da Calmodulina, as simula¢des mostraram que a mudanca de conformagao
da proteina, mediante a complexagdo com célcio, restringe a compatibilidade da estru-
tura com cross-links relacionados a conexdo dos dominios afastados pela formagdo da
a-hélice. Este estudo permitiu uma maior compreensao da abrangéncia dos resultados
e das consequéncias das condi¢des que expomos a proteina no experimento de XL-MS.
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A dynamic perspective on cross-linking data XL-MS

by Diego PIMENTA

The XL-MS cross-linking experiment consists of the promotion of interresidual
bonds and their identification in a protein. By knowing the cross-linking agent used,
relevant information about the structure of the protein can be obtained. In this study,
experimental crosslinking data and structures obtained by simulation for SalBIII and
Calmodulin were analyzed. The compatibility of the cross-links with the simula-
tion structures as a function of the spectra quality parameters showed us a positive
correlation, indicating the score parameter as most significant for the selection of cross-
links compatible with both the crystallographic structure and the simulation structures.
In the crosslink compatibility analysis with simulation structures it was shown to be
important to study the topological and Euclidean distances together, both being relevant
and pertinent in many of the cases where the results deviated from what was expected.
In the case of Calmodulin, the simulations showed that the change in conformation of
the protein, upon complexation with calcium, restricts the compatibility of the structure
with cross-links related to the connection of domains separated by the formation of the
a-helix. This study provides a greater understanding of the scope of the results and the
consequences of the conditions we expose the protein to in the XL-MS experiment.
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Capitulo 1
Cross-linking

O experimento de Ligagdo Cruzada em Espectrometria de Massa (XL-MS) é
uma técnica de protedmica estrutural por espectrometria de massas. Esta abordagem,
além de poder complementar os resultados de outros métodos, permite a obtengdo
de informacdes estruturais da proteina contornando algumas dificuldades. A pureza
e disponibilidade do analito sdo algumas destas dificuldades que sdo contornadas
mas sdo encontradas nos métodos determinacgao estrutural com maior resolu¢do como
a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a Cristalografia por Difragdo de Raios X
(CDRX) e Crio-Microscopia Eletronica (Crio-ME) [1]. Fundamentado no poder de
analise do espectrometro de massas, a técnica ndo tem muitas fraquezas associadas as
caracteristicas da proteina, ja que com a grande gama de ionizadores e analisadores
hoje comercializados, o tamanho, a baixa solubilidade, ndo cristalinidade ou pouca
disponibilidade de proteina podem ser contornados por médulos mais especializados

do equipamento.

1.1 O Equipamento

O espectrometro de massas utiliza a razdo massa-carga das particulas anali-
sadas em fase gasosa para separd-las por terem diferentes tempos de translacdo quando
aceleradas em um campo elétrico. O equipamento é dividido em trés partes gerais: o

ionizador, o analisador e o detector.
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Oionizador é onde as particulas que serdo analisadas ganham carga, tornando
possivel a condugdo, andlise e deteccdo através do equipamento, o analisador é onde hé
a separagao das espécies e o detector é onde sao detectados os ions. Particularmente,
a analise de proteinas por espectrometria de massas tomou forca ao final dos anos 80,
quando surgiram técnicas de ioniza¢do mais brandas como a Ionizacdo por Electrospray
(ESI) [2] e a Ionizagdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI) [3], permitindo
a ionizacdo de peptideos e dcidos nucleicos sem a fragmentacdo dessas moléculas [4].

Os equipamentos podem ser acoplados a métodos de separagdo como Croma-
tografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) ou Cromatografia Gasosa (CG), melhorando
a separacdo das espécies que entram no sistema, e os analisadores modernos podem
ser sequenciados, agregando varios médulos de fragmentacdo, selecdo de massa-
carga e/ou alta resolu¢do, como por exemplo um Duplo Quadrupolo com Tempo
de Voo (QqTOF). Com isso, através de configuracdes como esta, é possivel fazer a
separacdo dos precursores, ioniza-los, identifica-los, posteriormente fragmentar cada
um desses precursores e identificar seus fragmentos para melhor identificar cada espécie,
impulsionando métodos relacionados a proteinas como a Troca de Hidrogénio-Deutério

(HDX) [5], Mobilidade I6nica (IM) [6], e XL-MS [7].

1.2 O Experimento

O experimento de XL-MS consiste em reagir o Agente de Ligacdo Cruzada
(ALC) (linker) com a(s) proteina(s) de estudo em solugédo, nas condi¢des adequadas de
temperatura, pH e forga idnica para que este forme ligagdes covalentes entre os residuos
reativos [8]. A Figura 1.1 representa a conexdo produzida entre os residuos de uma

proteina.
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Figura 1.1: Representacdo de ligagdo cruzada produzida pela
acdo do linker DSS no experimento de XL-MS para a SalBIII,
reproduzida no software PyMol.

Todavia, para que essa etapa seja realizada é necessaria a solubilizacdo da
proteina, mesmo que em concentragdes baixas, pois a agdo do linker é dependente do
acesso, através do solvente, a superficie da proteina. Sendo assim, mesmo nao sendo
limitacdo do equipamento [9], o experimento necessita de proteinas em solugdo para a
producdo das ligagdes interresiduais através do ALC.

Passado o processo de ligacdo entre os residuos, a proteina é digerida,
normalmente por tripsina, e os peptideos resultantes sdo injetados no espectrome-
tro de massas. Estes entdo, produzem um conjunto de espectros que, com o tratamento
adequado, permite a identificacdo dos residuos que foram interligados (cross-link) [10].
Consequentemente, devido ao linker utilizado, pode-se determinar também a distancia

maéxima na qual os residuos se encontravam no momento da ligacdo com o ALC.

1.2.1 Agente de Ligacao Cruzada

Os ALCs sdo os compostos organicos multifuncionais que promovem a
ligacdo entre residuos da proteina. Cada ALC tem um comprimento especifico, conse-
quéncia do nimero de 4&tomos em sua cadeia espagadora. Este comprimento limita a
acgdo do agente a partir da formacdo da primeira conexao, fazendo com que as liga¢des
cruzadas identificadas posteriormente, tenham um sentido estrutural muito relevante.

Os compostos desta classe mais utilizados pela comunidade do experimento
de ligagdo cruzada certamente sdo os disponiveis comercialmente e derivados de
esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS). Estes sdo reativos frente a grupos nucleofilicos,

principalmente aminas primdrias presentes no N-terminal e na cadeia lateral de lisinas.
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Em pH 7-9, os esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) reagem com estas aminas
formando amidas estdveis e eliminando o grupo NHS.

A Figura 1.2 mostra a estrutura dos ALCs DSS e de sua versao sulfonada
BS3 que apresenta melhor solubilidade em solventes polares. Estes sdo os ALCs mais

usados em experimentos de ligacdo cruzada.

o)
&OMYO%R Figura 1.2: Estrutura geral de um
R

derivado de NHS exemplificando
DSS e BS3.  Ambos com o
comprimento de 11.4 A.

DSS: R=H, n=2
BS3: R=S0O3Na, n=2

Visando ampliar a aplicagdo da técnica de ligagdo cruzada, novos reagentes
disponiveis como ALCs tém surgido. Compostos que ligam grupos de residuos dcidos
[11], reagentes que promovem a ligacdo entre residuos acidos e residuos bdsicos
(zero-length) [12], compostos fotoativaveis que formam espécies de carbeno quando
irradiados com luz ultravioleta [13], e ALC clivaveis que permitem a clivagem da cadeia
do agente ligado no experimento de MS2, facilitando a identificagdo pela reducdo do
espaco de busca [14].

As Figuras 1.3 e 1.4 mostra exemplos de ALCs para aqueles citados acima.

NHo A~~~
2 NH, o

O N\OJW
NHZ‘mJJ\A/\’.rN\NHQ O N=N

O
(@ (b)

I

Figura 1.3: Representacio estrutural de diferentes grupos de ALCs. (a) Acido ligantes.
(b) Fotoativavel.
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Figura 1.4: Representacdo estrutural de

O 0
) v O
N. OJ\/; ﬁ /\)J\ o N
0 (@] O
diferentes grupos de ALCs clivaveis.
0O y 0
O H H @)
N \OM N m/ N \/\)J\Of N

XPlex

O XPlex é um ALC com multipla quimica de ligagdo cruzada desenvolvido
pelo grupo Dalton e seus colaboradores [12].

Ativando os grupos de 4cido carboxilico por meio da adigao de 1-etil-3(3-
(dimetilamino)propil)carbodiimida (EDC) seguido de Hidroxibenzotriazol (HOBt), estes
grupos se tornam reativos frente a nucleéfilos. Se os nucleéfilos que os grupos de dcido
carboxilico encontram sdo grupos amino ou hidroxi provenientes de lisinas ou serinas,
o tipo de ligacdo cruzada que se forma é o zero-length. Porém, caso nucleéfilos do tipo
diaminas (Figura 1.3a), 1,6-hexanodiamina no caso do XPlex, sdo os primeiros a reagir
com os grupos ativados, a ligacdo cruzada entre residuos 4cidos é formada. Sendo
assim, a abordagem com XPlex se torna versatil abrangendo, em média, 24% de todos

os residuos em uma proteina.

Limite estatistico de validacao

Para diminuir a influéncia da flexibilidade das cadeias laterais dos residuos,
neste trabalho utilizou-se a distancia entre os Cp para verificagdo da compatibilidade
do ALC com a estrutura. Com esta consideragdo, os comprimentos das cadeias laterais
dos residuos também devem ser contabilizados juntamente ao comprimento do ALC
(Lmax = Lr, + Lr, + Lx1) para melhor representagdo da realidade de ligacao.

A partir deste cendrio, foi computada a distribuicdo de frequéncias das

distancias topoldgicas entre CB’s dos residuos de proteinas conhecidas sob a condig¢do
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dtop(Ra, Ry) < Lxr, onde dtop(Ra, R;) é a distancia topologica entre os 4tomos reativos
dos residuos em questdo. Com estas distribui¢des, ao excluir os casos pouco provaveis
(1% das maiores distancias compativeis com a condi¢do), define-se como limite esta-
tistico de validagdo o L,y efetivo. Sendo este a distancia topolégica entre Cp’s que

contempla 99% das estruturas deste conjunto [15, 16].

1.3 O Resultado

Os dados de ligagdo cruzada sdo reflexo da estrutura tridimensional na
proteina. Entretanto, considerando que estas ligagdes também podem ser reflexo da
variabilidade conformacional em solugdo ou até mesmo de erros experimentais, nem
todas provém da estrutura cristalografica, podendo fazer com que as suas aplicagdes
levem a resultados que ndo condizem com a estrutura encontrada pelos métodos de
referéncia. Estas ligagdes cruzadas que decorrem da variabilidade conformacional
da proteina em solugdo, sdo muito interessantes e podem ser de grande utilidade e
agregam valor aos resultados que a técnica de XL-MS traz. Sendo assim, um estudo
sobre a compatibilidade dos resultados de cross-link com dados de dindmica molecular
de proteinas, pode contribuir para o entendimento mais detalhado dos resultados
que esse experimento oferece [17, 18]. Este estudo sobre a dindmica da proteina pode
gerar melhorias nas interpretagdes dos dados de XL-MS e, consequentemente, em suas
aplicagdes como o estudo da dinamica de proteinas por experimentos de cross-link
quantitativos [19, 20], a determinagdo de redes de interacdo entre proteinas [8, 21, 22] e
outras vertentes de pesquisa com a abordagem cross-link ou suas integracdes [23].

Outra aplicagdo relevante para as ligagdes cruzadas obtidas por XL-MS é a
assisténcia dos métodos computacionais de determinacdo de estrutura de proteinas. Os
dados experimentais trazem mais contribui¢des para o célculo do potencial utilizado
para o enovelamento in silico de proteinas [24], enviesando o processo. Entretanto,

com a iniciativa AlphaFold [25], um método computacional de predi¢do de estruturas
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de proteinas com resultados impressionantes e que ndo utiliza de dados experimen-
tais como as restri¢des de cross-link, qualquer método dessa classe de determinacgao
estrutural que ndo ofereca vantagens significantes sobre esta abordagem tende a perder

forga, principalmente depois da disponibiliza¢do dos c6digos pelos desenvolvedores.
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Capitulo 2

Dinamica Molecular

Imagine um método o qual te permita obter resolugdo atomica de todas
particulas de um sistema ao longo do tempo. Um método como esse possibilitaria a
elucidagdo da dindmica de macromoléculas tornando possivel a resolucdo de questio-
namentos estruturais como a compatibilidade de ALCs com proteinas solvatadas, por
exemplo.

A simulagdo computacional dos movimentos moleculares permite a obtengao
de resolucdo atdmica e temporal das particulas simuladas. Mesmo que nado experimental,
a Dindmica Molecular (DM) devidamente descrita proporciona resultados relevantes e
compativeis com dados experimentais [26]. Partindo da descri¢do do estado inicial do
sistema (posigdo e velocidade de todas as particulas que o compde) e das interagdes que
as particulas estdo sujeitas neste sistema, é computacionalmente possivel, até mesmo
com pouco poder computacional, propagar estas coordenadas iniciais para instantes de

tempo posteriores.

2.1 Os Principios

A Dinamica Molecular (DM) é construida através da determinacdo da confi-
guragdo do sistema para cada intervalo de tempo ¢, produzindo o que chamamos de

trajetéria [27].
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Num procedimento geral, as posi¢des das particulas sdo determinadas ale-
atoriamente, sem sobreposi¢do, ao coloca-las no espaco delimitado para o sistema
que chamamos de caixa. Para moléculas complexas com estruturas definidas como
proteinas, essas posi¢des sdo obtidas a partir de suas estruturas cristalograficas ou
de RMN. As velocidades iniciais sdo designadas seguindo a distribui¢do energética
de Maxwell-Boltzmann para a temperatura escolhida, tornando a energia cinética do
sistema correspondente a temperatura termodindmica. Em seguida, sendo a descrigao
das interag¢des do sistema uma funcdo de potencial em relacdo as posi¢des das particu-
las, agora é possivel calcular a forca resultante sobre estas a partir da derivagdo deste
potencial com o tempo, F = —VV(t).

Podemos determinar a aceleragdo correspondente a forca calculada através

da segunda lei de Newton sobre cada &tomo

— VV(t) = mi(t) 2.1)

onde m é a massa do 4tomo. Desta forma, por meio das equagdes do movimento
uniformemente variado correspondentes é possivel propagar as coordenadas de veloci-

dade e posicdo do instante ¢, neste caso tp, para um instante posterior ¢ 4+ At, usando
U(t+ At) = 9(t) + a(t)At (2.2)

X(t+ At) = x(t) +z7(t)At—|—ﬁ(t)2—At2 (2.3)

Calculadas as novas posigdes e velocidades, o ponto previsto se torna o novo

instante t e o procedimento do calculo do potencial das interagdes e propagacao das

coordenas recomega. Este ciclo se repete n vezes até que o tempo de simulagéo t5 seja
atingido, t; — tg = nAt.

Ao concluir a simulacdo, o produto é a trajetéria de todas as particulas

do sistema. Este resultado contém a posicdo de cada particula em cada intervalo de

tempo simulado, que permite visualizar o comportamento dos componentes e conectar
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propriedades microscopicas e macroscopicas do sistema [28] ou calcular propriedades
estatisticas como distribui¢cdes de minima distancia, por exemplo [29].

Todavia, como o resultado de uma DM néao é obtido através de um experi-
mento com o sistema real, comparagdes com dados experimentais devem ser feitos para
atestar a representatividade do método. Para isso, conceitos da mecanica estatistica sdo
utilizados para transformar as propriedades microscépicas observadas na trajetéria em
gradezas macroscOpicas observaveis [30]. Em principio, quanto melhor for a descrigao
das interagdes entre as particulas do sistema, melhor serdo os resultados provenientes
da DM. Esta descricdo, em prol de uma maior eficiéncia e/ou fidelidade com os dados
experimentais para um certo tipo de sistema ou ambiente, forma o que chamamos de

campo de forga.

2.1.1 Métodos de calculo na DM

Integrador leap-frog. O integrador leap-frog é o método padrdo de integracdo do

GROMACS [27] e é utilizado para resolugdo de equagdes diferenciais do tipo

onde x é funcdo de t. Exatamente como no caso em questdo de posicao (x) e tempo (t)

As equagdes que descrevem esse método sao
Opilar = Yeiar T EF(t) ’ (2.4)

onde v é a velocidade do corpo, m a massa do corpo e F(t) a fungao for¢a em relagéo as

posi¢des das particulas do sistema no tempo ¢, e

Xtppar = X+ A0 (2.5)

tHiAL

onde x é a posi¢do da particula.
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Seguindo as equagdes, o método calcula as posi¢des e velocidade na forma
alternada como representado na Figura 2.1, como se os cdlculos de x e v remetessem a

sapos pulando um sobre o outro, justificando o nome do método.

0 1 2 t

Figura 2.1: Esquema visual do integrador leap-frog.

Com esse método ha a vantagem da reversibilidade temporal, ou seja,
partindo de um enésimo ponto de posi¢do x, pode-se, apenas trocando o sentido
temporal, voltar a exatamente o mesmo ponto de posicdo inicial xy. Essa propriedade
permite a conservacado da energia no sistema, diferentemente de métodos como o Mid-
point ou Runge-Kutta-4 [31]. Estes métodos mencionados como exemplo geram, apesar
de pequenos, erros sistemdticos que se somam significativos em longas integracdes e
ndo se anulam no sentido temporal contrdrio como o leap-frog.

Um método como o leap-frog se torna valioso uma vez que ndo ha o acimulo
desses erros, principalmente em casos onde o interesse do estudo repousa nas pequenas
alteragdes de propriedades de orbita quase periddica, mesmo fornecendo somente uma

precisdo de segunda ordem.

Somatério de Ewald. A energia eletrostatica total de um sistema periédico de parti-

culas carregadas é
11
N 47'(80 2

N
qi4;
E e, 2.6
R e
onde ¢g( é a constante de permissividade do vacuo, n é o vetor contendo os indices das
celas de repetigdo, L o vetor contendo as distancias da particula até a sua repeti¢do nas

3 coordenadas e o simbolo ' no somatério mais interno é para condicionar a exclusdo do

termo j = i, se e somente se n = 0. Sendo assim, com essa descri¢do uma particula com
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carga q; localizada em r;; apresentaria repeti¢cdes em r; + nL, isto €, r; + nycy + nacx +
nscs.

O somatorio de Ewald, no objetivo de obter uma soma mais rapidamente
convergente, divide a Equagao 2.6 em trés termos: a contribuicdo eletrostética de curta

distancia, de longa distancia e um termo constante.
Eq = Ec+EL+E0 , (27)

A primeira parte da estratégia para alcangar esta soma computacionalmente
mais implementavel é a atribui¢do das cargas como uma combinag¢do de fungdes
gaussianas.

Considerando a distribuicdo de cargas do sistema como uma colecdo de

func¢des de Dirac, a densidade de carga para um ponto carregado g; é

pi(r) = qid(r —r;)
em que podemos subtrair e somar uma fung¢do gaussiana, obtendo
pi(r) = qi6(r — i) — qiGy(r — 1) + qiGo(r — 17) , (2.8)

onde G, é uma fungdo gaussiana do tipo

1 rf?

em que 0 € o desvio padrdo da distribuicao.
Denominam-se os dois primeiros termos da Equagdo 2.8 como sendo a

contribuicdo de curta distancia para densidade de carga g; e o terceiro a contribui¢do de
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longa distancia.

Por meio da equacdo de Poisson, o potencial de curta distancia toma a forma

1 g |r — il
¢ (r) = %m erfc (W) , (2.9)

de

onde erfc(z) = 1 — erf(z).

Este potencial entdo pode ser transformado na energia eletrostética, como

(2.10)

1 N qiq; (|ri—rj—|—nL|>
z e (27 77
4:7'(8 Z;Z; ri—ri+n L|e ¢ V20

Para a energia de longa distancia ndo é tdo pratico. Através dos mesmos

passos que originaram a Equagdo 2.9, pode-se fazer o mesmo para o potencial de longa

1 qi r — il
gbl (r) = Ieg |7 — 7’1| f( 2o ) (2.11)

Pela natureza da expressdo, a interagdo de longa distancia ndo pode ser

distancia, obtendo

calculada diretamente no espago real, entdo usam-se de alguns artificios matematicos
para contornar essa situagdo. O primeiro deles é a adigdo e subtragdo do termo de
interacdo propria dentro das condi¢des periddicas de contorno, tornando o termo de
longa distancia periddico e, consequentemente, passivel de ser Fourier transformado

ao mesmo passo que dd origem ao termo Ey da Equacdo 2.7. Este dltimo pode ser
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determinado tomando o limite de r; a zero na Equacao 2.11.

limerf(z) = iz

z—0 \/E
qi 2
¢r(r) = W\E (2.12)

47[800’ \/_ qu

O segundo dos artificios é a resolugdo do problema no espago da transfor-

mada de Fourier. Conhecida a equagdo de Poisson no espago da transformada como

K i (k) =

O conceito é calcular a transformada de Fourier da densidade de carga, dividir este
resultado por k? (parametro oriundo da transformada) e entdo fazer a transformada
inversa para obter o potencial de longa distancia no espaco real. !

Este potencial no espaco real é

Z Z q] lk 7‘ I’ - 2k2/2 . (213)

VE() k£0 j=1

Consequentemente, a energia respectiva é dada por:

(2.14)

N N
_ qlq] 1k (ri=r) p— 2k2/2
o 2Veg Z Z Z kZ e :

O método descrito pela expressdes acima que detalham a soma da Equagdo
2.7 é chamado Ewald classico. Neste método, com a otimizacdo de ¢ em fungao de

N, o custo computacional escala na ordem de O(N3/2), menor que o escalonamento

'Uma deducio mais detalhada deste método pode ser encontrada na referéncia [32].
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quadrético mas ainda custoso para sistemas com maior nimero de particulas.

Particle Mesh Ewald. O método Particle Mesh Ewald (PME) é um aprimoramento do
Ewald classico sobre o termo da soma no espaco da transformada (¢* e E;). A proposta
de Tom Darden [33] é de atribuir as cargas a uma malha usando interpolagdo ao invés
de somar ondas diretamente antes da transformagdo. Com essa nova abordagem o
custo computacional passa a escalar na ordem de O(N - log N), mais eficiente que o
Ewald classico em sistemas com maior nimero de particulas.

Particularmente, quando a interpolagdo utilizada é do tipo B-spline, o método
passa a ser referido como smooth PME [34] e é essa variante que é implementada no

GROMACS.

Controle de Temperatura. O controle da temperatura em um sistema de simulacéo é
dependente da precisdo na qual se calcula essa grandeza. O algoritimo de Berendsen
suprime as flutua¢des de energia cinética devido a conexdo que promove entre T; e Ty

dada da seguinte forma:

 _hi+ T

dt T ’
onde T é uma constante de tempo que pode ser ajustada de acordo com a situacdo, uma
vez que a incerteza decai exponencialmente com sua magnitude.

Todavia, a supressdo dessas flutuagdes tornam o sistema ndo candnico,

fazendo com que a amostragem do sistema ndo seja termodinamicamente apropri-
ada. A modificacdo deste algoritimo que foi utilizada neste estudo é o reescalonamento

das velocidades (V-rescale). Esta modificacdo garante uma distribui¢do correta da

energia cinética por meio do termo estocastico

dt KiK; 11 dW
aK = (Ks = K1) - +2 fN;“ =

onde K ¢é a energia cinética, Ny o nimero de graus de liberdade e dW um processo

Wiener [35].
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Desta forma, o sistema se torna candnico e ainda preserva as vantagens de
ndo apresentar oscilagdes de energia e o decaimento de primeira ordem da incerteza

[27].

Parrinello-Rahman. A pressao é relacionada com o volume do sistema, consequen-
temente, o controle dessa grandeza também. A relagdo entre tais termos, para um gés
ideal, é dada pela equacao virial

pV =nRT ,

onde p é a pressdo, V o volume, n o nimero de mols, R a constante universal dos gases
e T a temperatura.

Ao modificar o volume da caixa de simulagdo, a pressdo pode ser controlada
e, com o trabalho realizado pelo barostato devidamente subtraido da energia total, a
energia conservada.

O algoritimo Parrinello-Rahman se caracteriza por conseguir representar
um sistema NPT verdadeiro. Entretanto, se a pressao do sistema se encontra longe do
equilibrio, este método de acoplamento pode gerar grandes oscilagdes nas dimensdes

da caixa, podendo resultar na interrupcao da simulacao [27, 36, 37].

2.2 Campo de forca

Moléculas sdo grupos de atomos unidos por potenciais com graus de liber-
dade de torgao, angulos e estiramento de ligacdo, intera¢des intramoleculares. Além
disso, ha interacdes entre as particulas de moléculas diferentes, com potenciais de
longa distancia e forgas dispersivas, intera¢des intermoleculares. A descri¢do destas
interacdes potenciais sdo o campo de forga. Especificamente para a DM cldssica, esses
potenciais sdo representados classicamente em potenciais eldsticos e/ou harmonicos,
e os parametros sdo as constantes de forca dessas equagdes, podendo ser ajustados

empiricamente ou com calculos quénticos.
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Uma representacdo da equacdo tipica de um campo de forga é dado pela

Equacao 2.15:

‘7(7) = Z Vestir + 2 Vang + Z Vtor + 2 Vvdw + Z ‘Zlet (2-15)

onde o potencial final é resultante da soma dos potenciais de estiramento, angulo de
ligagdo, torcdo de ligagdo, van der Waals, e atracdo e repulsdo eletrostatica, respecti-
vamente [38]. E relevante apontar que fendmenos como a quebra e/ou formacio de
ligagdo quimica ndo sdo abordados por esse tipo de campo de forga.

Em um cendrio ideal, um mesmo campo de forca, bem parametrizado,
seria robusto e consistente com dados experimentais para todos os tipos de sistemas
simulados. Entretanto, essa grande abrangéncia com 6tima precisdo ainda nédo foi
alcangada, fazendo com que campos de forca parametrizados especificamente para
reproduzir os dados de sistemas especificos sejam o atual regime dos protocolos de DM.
Campos de for¢a como o 0PLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) foram
desenvolvidos e sdo utilizados para melhor reproduzir o comportamento de liquidos
[39], assim como o AMBERO3 para o comportamento de proteinas em fase condensada
[40].

Em uma simulagdo, o namero de particulas chega facilmente & marca de
dezenas de milhares, consequentemente, o trabalho computacional necessério para
propagar tantas coordenadas é grande. Ao aumentar o nimero de d&tomos, o tempo
de simulagdo, ou até mesmo diminuir o intervalo de tempo no qual as coordenadas
sdo propagadas, o tempo necessdrio para realizar os cdlculos, para um mesmo poder
computacional, aumenta proporcionalmente, mesmo com implementacdes sofisticadas
dos algoritimos que calculam as interagdes. Pensando nisso, para a abordagem de
sistemas maiores e/ou de maiores tempos de simulagdo, campos de forga coarse-grained

surgiram para compensar falta de poder computacional e/ou tempo habil de produgcéo.
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2.2.1 Coarse-grained

Diferentemente dos campos de for¢a mais tradicionais, nos campos de forca
coarse-grained as particulas descritas ao se construir o sistema ndo sao os 4tomos. Nesse
método, grupos de d&tomos sdo descritos por particulas maiores e com caracteristicas
especificas (carga, raio, polarizabilidade...) que buscam representar da melhor forma os
atomos substituidos [41, 42]. Desta forma, o niimero de graus de liberdade e o niimero
de particulas diminuem, exigindo menos recursos computacionais para a simulacdo de
um mesmo sistema.

A descrigdo das interagdes também sdo classicas, utilizando fungdes como a
do oscilador harmonico para as ligagdes covalentes e, no caso do estudo de proteinas,
fung¢des de Lennard-Jones para interagdes dispersivas. As constantes destas fungdes
sdo parametrizados semelhantemente aos campos de forga tradicionais, entretanto ndo
sdo os atomos que terdo as coordenadas propagadas e sim essas particulas que os

substituem.

Figura 2.2: Representagdo da descri¢do coarse-grained em
uma molécula proteica. Na metade inferior esquerda da
figura sdo ilustrados todos os 4tomos dessa metade da es-
trutura, utilizando a representagdo Licorice. J4 na metade
superior, as particulas que sdo ilustradas sdo aquelas que
substituiram os grupos de dtomos.

Com estas substitui¢des, o niimero de cdlculos a serem realizados para
a producdo da simulacdo diminui e, consequentemente, o tempo necessario para
a realizacdo de cada passo da simulacdo também. Possibilitando a exploracdo de
sistemas e tempos ainda maiores para simulac¢do [43], campos de forca com essa
abordagem ganham mais usudrios e podem ser utilizados na maioria dos softwares de

DM. Exemplos desses campos de for¢a com aspectos voltados para as biomoléculas sdo:
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MARTINI [44], desenvolvido na Universidade de Groningen - Paises Baixos, e SIRAH
[45], do Instituto Pasteur - Uruguai.
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Capitulo 3

Objetivos e Métodos

3.1 Objetivos

¢ Comparar os dados de cross-link com as estruturas obtidas por dindmica molecular

por método all-atom e coarse-grained.

¢ Verificar a possivel existéncia de uma correlagdo entre os parametros de quali-
dade de espectro das andlises dos dados de cross-link e o conjunto de restri¢des

satisfeitas na simulacdo para a SalBIII.

¢ Comparar os conjuntos de restri¢des encontradas para os diferentes estados da

Calmodulina com as estruturas obtidas por suas respectivas simulagdes.

¢ Demonstrar a relevancia de uma interpretacdo de distancia acessivel ao solvente

em conjunto com a distancia euclidiana para a andlise da satisfacdo de restrigdes.

3.2 Metodologia

3.2.1 Proteinas
SalBIII

A primeira proteina abordada no estudo foi a SalBIII (c6digo Protein Data

Bank 5CXO0), proteina bacteriana (Streptomyces albus), dimérica em solugdo e participante
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na sintese da salinomicina, mais especificamente na transformacao de um anel pirano em
tetraidropirano. A SalBIII faz parte de uma classe de hidrolases/ciclases e apresenta um
mecanismo de acdo diferente na producdo desses compostos policetideos comumente
usados como antibi6ticos [46].

Esse polipeptideo participa deste estudo pois os dados experimentais foram
gentilmente concedidos pelo grupo experimental colaborador (Grupo Dalton). Contudo,
olhando por uma perspectiva alternativa, este composto além de possuir dois tipos
de estruturas secunddrias, sua sequéncia de aminoacidos possui baixa similaridade
com outras proteinas do mesmo grupo, tornando-o um candidato interessante para

aplicagdes dos dados de cross-link em técnicas de determinacao estrutural.

Calmodulina

A Calmodulina tem papel significativo nesse estudo pois é um exemplo de
conformacdo dupla, podendo apresentar as conformacdes livre ou complexada com
calcio (c6digo Protein Data Bank 1DMO [47] e 3CLN [48]) em func¢do do ambiente
quimico. Presente em todas as células eucariéticas, essa proteina calcio-moduladora
atua como receptor de ions célcio e converte esse tipo de sinal em uma mudanca

bioquimica [49, 50].

3.2.2 Cross-linking
Procedimentos Experimentais

Um panorama geral do procedimento instrumental sera relatado, necessario
para a interpretagdo dos dados desta dissertagdo. Os experimentos foram realizados
pelo grupo experimental de espectrometria de massas do laboratério Dalton. Aqueles
associados a SalBIII foram experimentalmente conduzidos por Hugo César Ramos de
Jesus e trabalhados por Allan Jhonathan Ramos Ferrari para gerar o conjunto de ligagdes
cruzadas [12, 15, 16]. Ja para a Calmodulina, os experimentos foram conduzidos por

Luana Oliveira dos Santos e os dados trabalhados pela mesma [51].
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SalBIII. No experimento de cross-link para essa proteina, o grupo colaborador utilizou

duas abordagens para a producao de ligagdes cruzadas, com DSS e com XPlex [15].

Reacdo de ligacao cruzada com DSS. Em 500 uL da solugdo de proteina
(10#M) em tampado fosfato 200 mM, adicionaram-se 35 uL da solu¢do de DSS em DMF
(N,N-dimetilformamida anidro) e ajustou-se para pH 7. A reacdo foi conduzida por 2

horas a 25 °C e 300 rpm.

Reacdo de ligacao cruzada XPlex. Em 500 L da solucdo de proteina (104M)
em tampdo MES (&cido 2-(N-morfolino) etanossulfénico) 200 mM e pH 6.5, adicionaram-
se 10 uL de uma solugdo 500 mM de 1,6-hexanodiamina, 5 uL de uma solugdo 500 mM
de HOBt (1-hidroxi-benzotriazol) e 20 L de uma solugdo 500 mM de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida). A reacdo foi conduzida por 2 horas a 25 °C e 300

rpm.

Procedimento pds reacdo. Ap0s o periodo de reagdo, medidas a redugao
de pontes de dissulfeto foram executadas e as amostras foram submetidas a digestdo
enzimatica com tripsina por 18 horas.

A anédlise dos produtos de ligacdo cruzada foi realizada com uma abordagem
de aquisi¢do dependente de dados (ADD) em um sistema de cromatografia liquida
ligado a um espectrometro de massas com ionizagao por electrospray (nanoLC-nESI-
MS/MS). Sistema de cromatografia Dionex UltiMateTM 3000 RSLC nano com aco-
plamento online e um espectrometro de massas Q-Exactive Plus (Thermo Scientific
Quadrupole-Orbitrap).

A identificacdo das espécies de ligacdo cruzada foi efetuada através do
programa SIM-XL [10], com os dados brutos de espectrometria e com os parametros
adequados para os agentes de ligagdo cruzada XPlex C6N2 e DSS/BS3. Com um
conjunto mais abrangente, caracteristicas dos espectros foram utilizadas posteriormente
para filtrar as restri¢des, sdo essas caracteristicas: contagem de espectros, nimero de

espécies (contagem de fragmentos que identificam a mesma restri¢do) e escore.
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Calmodulina. A Calmodulina fornecida para o grupo experimental estava com-
plexada com ions célcio e um procedimento de remocdo foi realizado. Na solugdo
de proteina complexada, adicionou-se uma solugdo de tampao MOPS (&cido 3-(N-
morfolino) propanossulfonico) 100 mM contendo 5 mM de EGTA (4cido etilenoglicol-
bis(2-aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetracético) e, depois de 30 minutos de reacdo, esta
solugdo foi lavada utilizando filtro de centrifuga Amicon 500 com exclusdo por peso
molecular de 10 kDa (Milipore) e solu¢do tampao MOPS com EGTA 5 uM. A partir
do produto dessa remocao, parte da solugdo foi induzida a mudanga de conformacao
pela adigdo de ions calcio (CaCly) obtendo uma concentragdo de 12 mM e a outra parte
recebeu fons sédio (NaCl) suficiente para atingir a mesma forga idnica.

No experimento de cross-link para essa proteina, para ambas as espécies,
o grupo colaborador utilizou o agente de ligacdo cruzada DSS para a formacgao das

ligacdes [51].

Reacdo de ligacao cruzada com DSS. Na solugdo de proteina, adicionou-
se uma aliquota da solucdo de DSS em DMF (N,N-dimetilformamida anidro). A reacdo

foi conduzida por 2 horas a 27 °C.

Procedimento pés reacdo. Apos o periodo de reacdo, as amostras foram
submetidas a digestdo enzimatica com tripsina em duas etapas totalizando um periodo
de 24 horas.

A analise dos produtos de ligacdo cruzada foi realizada com uma abordagem
de aquisi¢do dependente de dados (ADD) em um sistema de cromatografia liquida
ligado a um espectrometro de massas com ionizagao por electrospray (nanoLC-nESI-
MS/MS). Sistema de cromatografia de nanofluxo Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific)
acoplado a um espectrémetro de massas Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo

Scientific).
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A identificacdo das espécies de ligacdo cruzada foi efetuada através do
programa SIM-XL [10], com os dados brutos de espectrometria e com os parame-
tros adequados para o agente de ligacdo cruzada DSS/BS3. Com um conjunto mais
abrangente, caracteristicas dos espectros foram utilizadas posteriormente para filtrar
as restrigdes, sdo essas caracteristicas: contagem de espectros, nimero de espécies

(contagem de fragmentos que identificam a mesma restrigdo) e escore.

Procedimentos Computacionais

Topolink. Para a verificacdo de compatibilidade das restri¢des, as estruturas vindas de
simulagdo foram analisadas com o pacote Topolink [16]. Este pacote calcula a distancia
acessivel ao solvente entre os residuos reativos, neste estudo com o Cp de cada residuo,
e verifica se essa distancia é compativel com o limite estatistico respectivo. No caso
particular de cross-links do tipo zero-length, apesar de ndo haver nenhuma cadeia
espacadora, uma distancia de aproximadamente 4 A, justificada pela interagdo polar
idnica entre os residuos, foi considerada para a determinagao dos limites estatisticos
respectivos [12].

Baseado nas informagdes do Topolink, pode-se determinar a probabilidade

(0i) de que uma estrutura da simulacdo seja compativel com o cross-link:

n° de estruturas compativeis com o cross-link
n° total de estruturas

pi = 3.1)

A probabilidade pode ser convertida em unidades de energia livre por meio
da relacdo de Boltzmann:

€j

pi x e kI — ¢; « kTlnp; (3.2)

A energia livre calculada desta forma estima a estabilidade do conjunto de

conformagdes da proteina que sdo consistentes com o cross-link estudado.
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QuinXL. Para analisar a diferenca entre os resultados do experimento de ligacao
cruzada da Calmodulina nas duas condi¢des (Calmodulina livre e Calmodulina comple-
xada com célcio), fez-se o uso do software QuinXL [52]. Com o objetivo de analisar dados
de ligacdes cruzadas em espectrometria de massas, o programa utiliza de agrupamentos
ndo supervisionados de diferentes experimentos para identificar mudangas na confor-

macdo na proteina em diferentes condi¢des experimentais/biolégicas.

3.2.3 Dinamica Molecular

As produgdes de dinamica molecular all-atom foram antecedidas por uma
minimizagdo e duas equilibragdes, uma a volume constante e outra a pressao constante.
Em todas as etapas, utilizou-se 1.0 nm como cutoff para intera¢des eletrostaticas e de
van der Waals de curta distancia.

Ja para as produgdes coarse-grained, foram executadas duas minimizagoes e
duas equilibracdes, sendo ambas as equilibra¢des a volume constante, e como medida
de cutoff para interagdes eletrostéticas e de van der Waals de curta distancia, utilizou-se
1.2 nm

Em ambos os casos o software de DM utilizado foi o GROMACS (5.1.4 -
CUDA) [27], como método integrador o leap-frog, para o cdlculo de forgas eletrostéticas o
PME [33], para o termostato o algoritimo modificado de Berendsen (Velocity-rescale)

[53] e para o barostato o Parrinello-Rahman [37].

SalBIII

A estrutura utilizada para as simulagdes de dindmica molecular da SalBIII foi
o mondmero B do arquivo pdb 5CXO [46]. Foram produzidas quatro simulagdes com
essa proteina, todas com a duragdo de 5 us. e através do software GROMACS (5.1.4 -
CUDA) [27]. Sendo essas simula¢des 1 simulagdo all-atom, com o campo de for¢a Amber03

[40], e 3 simulagdes coarse-grained com o SIRAH [41].



Capitulo 3. Objetivos e Métodos 51

Calmodulina

A estrutura da Calmodulina livre utilizada nesse estudo foi obtida por meio
de experimentos de RMN em solugdo. Seu arquivo no Protein Data Bank (1DMO)
contém um conjunto de 30 conformagdes [47] e cada uma dessas estruturas foi utilizada
como conformacdo possivel e, consequentemente, estado inicial para as simula¢des. A

Figura 3.1 apresenta este conjunto de estruturas.

Figura 3.1: Representacdo das estru-
turas para a Calmodulina livre - PDB
1IDMO.

Para a Calmodulina complexada com cdlcio a estrutura encontrada no
arquivo do Protein Data Bank é tnica e, além de comecar no residuo de treonina
com o nuimero 5, apresenta somente 148 residuos, diferentemente dos 149 apresentados
pela estrutura livre de fons célcio e pela sequéncia relatada pelos dados experimentais
de cross-linking. Sendo assim, adicionaram-se na estrutura Calmodulina complexada
com cdlcio, via pymol, os 6 residuos faltantes (MADQL-) para torna-la igual a Calmodulina

livre.

Calmodulinalivre. As estruturas utilizadas para as simulagdes de dindmica molecular
da Calmodulina livre foram as 30 conforma¢des no PDB 1DMO. Foram produzidas
duas simulag¢des para cada uma das 30 estruturas, uma de 200 ns com o campo de forca

all-atom Amber03 [40] e a outra de 1 ps com o campo de forga coarse-grained SIRAH [41].
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Calmodulina complexada com cdlcio. A estrutura utilizada para as simulagdes de
dindmica molecular da Calmodulina complexada com célcio foi a do arquivo pdb 3CLN.
Foram produzidas duas simulagoes de 4.6 us para essa proteina, uma para cada a campo

de forca, all-atom Amber03 [40] e coarse-grained SIRAH [41].
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 SalBIII

Os dados abordados nesta parte do estudo foram fruto de experimentos
conduzidos com dois tipos de abordagem de ligacdo cruzada. A com DSS, ligando
residuos bésicos (K-K, K-S, (N terminal)-K e (N terminal)-S). E a com Xplex, ligando
os residuos acidos e basicos (D-D, E-E, D-E, D-K, D-S, E-K e E-S).

Outro ponto a ser mencionado sobre os dados logo mais analisados é a
selecdo por qualidade de espectro neles realizada. Esse parametro foi computado pelo
software SIM-XL [10] em funcédo de sinais de massa-carga compativeis com os picos
presentes no espectro e é denotado como score. Os resultados a serem relatados foram
obtidos através de um conjunto de ligagdes cruzadas experimentais com valor de score
maior que 2. Sendo assim, um conjunto de 182 cross-links foi filtrado do total de 408

reportados pelo software.

4.1.1 Cross-links compativeis com a estrutura cristalografica

Na Figura 4.1 sdo representados os 24 cross-links do conjunto de 182 traba-
lhado que sdo compativeis com a estrutura cristalografica da SalBIII de acordo com o

Topolink [16]. Na Tabela 4.1 sdo expostos estes mesmos cross-links.
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Figura 4.1: Representacgdo dos cross-links com-
pativeis com a estrutura cristalogréfica da
SalBIII.

Table 4.1: Ligagdes cruzadas validadas na estrutura cristalografica - SalBIII

M1-K8 K6-E9 E13-K17  E32-E46 E53-557  E86-K99
M1-K17 Ké6-K113 E13-E28 E32-E111 E62-E86 E111-K113
M1-K113 K8-E9  E13-E111 E32-K113 E66-E86 E111-D115

E4-K8 E9-E13 K17-K113 E37-E46 D75-578 K113-D115

Com apenas 13% dos cross-links do conjunto filtrado apresentando compa-
tibilidade com a estrutura cristalografica da proteina, se ergue o questionamento da
compatibilidade estrutural requerida pelos outros 87%.

Na simulacdo, novas estruturas sdo amostradas e novos cross-links sao
validados. A Figura 4.2 mostra a evolucdo da quantidade de cross-links tinicos (aqueles
que ndo eram compativeis com nenhuma das estruturas anteriores) que foram validados

ao longo do tempo de simulac¢do de 5 yus.

(=)}
o
L

Figura 4.2: Quantidade de cross-links
compativeis com estruturas presentes
na simula¢do em fung¢ao do tempo de
simulacéo - All-atom.
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A Figura 4.3 mostra os cross-links compativeis com estruturas encontradas
na simulagdo de 5 ys com campo de forga all-atom e sua respectiva Probabilidade de

Validagdo em uma Estrutura da Simulacao (PVES).
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Figura 4.3: Probabilidade de Validagdo em uma Estrutura da Simulac¢do dos cross-
links compativeis com estruturas presentes na simulacao - All-atom. — Em verde sdo
destacados os cross-links compativeis com a estrutura cristalografica.

Apesar de passar por etapas de minimizagdo de energia que poderiam afetar
a validacdo das ligagdes cruzadas na estrutura cristalogréfica, a Figura 4.3 apresenta
todos os 24 cross-links da Tabela 4.1 e, para a maioria deles, a proporg¢do das confor-
magdes em que elas se encontram é quase sempre muito préxima de 1, mostrando que
a maioria das conformagdes ao longo da simulag¢do possui distancia compativel com
essas ligagdes. Apenas 7 cross-links ndo apresentam proporgdes tdo elevadas: M1-K8,
M1-K17, M1-K113, E13-E111, E32-K113, E37-E46 e E53-557.

Na Figura 4.4 sdo representadas as ligagdes cruzadas mencionadas sobre a
estrutura cristalografica. Nesta figura também foi representada a ligagdo E62-E86, que

faz parte do conjunto com PVES mais elevada, a fins comparativos.
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Figura 4.4: Representacdo de cross-links na estrutura cristalografica - SalBIII. (a) M1-KS8,
M1-K17, M1-K113 e E13-E111 em ciano, magenta, limdo e amarelo, respectivamente.
(b) E32-K113, E37-E46, E53-57 e E62-E86 em oliva, musgo, azul petréleo e bege,
respectivamente.

Para o cross-link E13-E111, a distancia entre residuos é 14.355 A e seu limite
estatistico 15.100 A, com isso, calculando a diferenca desses valores tem-se uma margem
de 0.765 A de tolerancia para variagdes na conformacdo e ainda validagdo do cross-
link. Entretanto, esse cross-link liga o residuo de uma a-hélice ao de um loop de
folhas-B, considerando a flexibilidade dessa segunda estrutura, é racionalizada a ndo
validagdo do mesmo em parte das conformagdes da simulagdo, j& que essa margem nao
é muito ampla. Tendo uma margem também pequena, 0.600 A, a validagio da ligacéo
cruzada E32-K113 nas estruturas da simulagado sofre de maneira semelhante ao que foi
argumentado para a E13-E111.

Para as ligagoes cruzadas envolvendo a metionina 1 (M1), mesmo apresen-
tando margens de tolerancia como 5.152 A (M1-K8) e 4.534 A (M1-K113), como este
residuo é o N-terminal da estrutura ja é esperado uma flexibilidade mais acentuada
nesta regido, consequentemente fazendo com que as distancias entre estes aminodcidos

varie mais facilmente.
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No caso dos residuos de acido glutamico 37 e 46, o valor da distancia entre
eles é 12.676 A e a margem de tolerancia calculada é 2.424 A. Apesar de ser uma
margem relativamente grande, este cross-link liga dois residuos do mesmo loop com 8
residuos entre eles. Sendo assim, fica justificada a movimentagdo dessa regido afetando
significativamente a validacdo desse cross-link ao longo da simulagéo.

Finalmente, apesar do cross-link E53-557 se estabelecer em residuos da
mesma a-hélice, sugerindo maior estabilidade estrutural ao longo da simulagdo, a
margem de tolerancia para este apresenta o valor de apenas 0.441 A tornando o cross-
link mais sensivel mesmo em uma estrutura mais estavel.

Ao agrupar as estruturas de acordo com a distancia entre os residuos de um
cross-link especifico e dividirmos este valor pelo ntimero total de estruturas, podemos
visualizar como a PVES de um determinado cross-link varia em func¢do da distancia
topoldgica entre os residuos da ligagdo cruzada. A Figura 4.5 mostra esta distribuicdo

para os cross-links representados na Figura 4.4.

M1--K8 M1--K17 M1--K113 E13--E111
0.020 0.020 0.020 0.020
0.015 - 0.015 0.015 - 0.015 -
= 0.010 A = 0.010 = 0.010 = 0.010
QL QL QL QL
0.005 /\ 0.005 ,\/\ 0.005 0.005 \
0.000 N 0.000 i 0.000 /‘h\ , 0.000 D & | —
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
d(A) d(A) d(A) d(A)
E32--K113 E37--E46 E53--S57 E62--E86
0.020 0.020 0.020 0.020
0.015 0.015 0.015 0.015
= 0.010 A = 0.010 = 0.010 = 0.010
QU QL QL QL
0.005 - 0.005 \ 0.005 - 0.005 -
0.000 LA 0.000 — LN 0.000 A 0.000 IV
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35

d(A) d(4) d(A) d(4)

Figura 4.5: Distribui¢des da densidade de estruturas em fun¢do da distancia topoldgica
entre os residuos dos cross-links da Figura 4.4. - A referéncia pontilhada é o limite
estatistico.

A primeira caracteristica destas distribui¢des que se mostra relevante para

a discussdo sdo as larguras das curvas. Se a curva se estabelece sobre uma ampla
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faixa de distancias, isso remete uma flexibilidade na distancia entre os residuos. Esta
flexibilidade pode ser referente a por¢do da estrutura que um dos residuos se encontra
ou referente a ambas as por¢des.! Assim, dois dados destas distribui¢des sdo bem
pertinentes para a discussdo, a largura da curva de distribuicdo e a posi¢do dessa curva
em relacdo ao limite estatistico de validagdo (linha pontilhada). A integral a esquerda
da linha pontilhada é a porg¢do das conformacdes que sdo compativeis com o cross-link
correspondente, PVES do grafico anterior. A distribui¢do do cross-link E62-E86 nos
mostra porque a PVES dele é tdo mais préxima de 1 em comparagdo com as demais.
Outro ponto interessante é que apesar da ligacdo cruzada E53-E57 apresentar
uma distribuicao estreita, sua PVES é 0.6 por conta da sua posi¢do em relacdo ao limite

estatistico.

4.1.2 Cross-links nao compativeis com a estrutura cristalografica
Cross-links compativeis com estruturas da simulag¢ao all-atom

Na Tabela 4.2 estdo apresentados os cross-links nao validados na estrutura
cristalografica mas encontrados na simulagao all-atom, cross-links com barras azuis na

Figura 4.3.

!Para ser mais rigoroso, a largura da curva é mais diretamente relacionada com a aproximagao ou
afastamento dos residuos se a distribuicdo correspondente fosse em termos de distancia euclidiana. Como
a argumentacao sobre flexibilidade nesta sec¢do é uma questdo mais ampla, considerando também o
arranjo de cadeias laterais préximas, e a integragdo sobre a curva é mais relevante, é a distribuigdo com
distancias topoldgicas que é apresentada. Todavia, a distribui¢do euclidiana se encontra na Figura IL.1.
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Table 4.2: Ligac¢oes cruzadas ndo validadas na estrutura cristalogréfica mas compativeis

com estruturas encontradas na simulagao all-atom - SalBIII.

D3-E111 K8-K77
E4-E9 E9-E28
K6-K8  E9-E66
K6-E13 E13-E20
K6-K17 E13-D22
K8-K17 E13-D24

E13-D104
E13-K113
E28-E46
E32-E53
E37-E53
E37-D104

D38-E46

K42-5116
K42-5131
K42-5132
K42-5133
S57-D125

E62-E66
E62-D92
E62-D125
E62-5131
E62-5133
E66-D104

E86-D92  K99-5131
E86-5133  K99-5132
D92-K99  K99-5133
D92-D125 D104-D125
D92-5131 K113-5S116
D92-5133 D125-5133

Somando as 42 ligagdes cruzadas na tabela acima aos 24 cross-links compati-

veis com estrutura cristalografica, totalizam-se 66 cross-links encontrados na simulagéo,

36% do conjunto filtrado.

Para os cross-links compativeis com estruturas da simulagdo mas néo valida-

dos na estrutura cristalografica, fizemos uma anélise semelhante porém na forma de

um gréfico de barras agrupadas, considerando a PVES, a diferenca entre a distancia

topoldgica encontrada pelo Topolink na estrutura cristalogréfica e o limite estatistico

de validagdo, que chamaremos de Distancia Excedida Topolégica (DET) (o negativo da

margem de tolerdncia), e a diferenca entre a distancia euclidiana encontrada, também

na estrutura cristalografica, e o limite estatistico de validagdo, que chamaremos de

Distancia Excedida Euclidiana (DEE). A Figura 4.6 coloca estes dados em forma de um

gréfico de barras.
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Figura 4.6: Distancia Excedida Euclidiana, Distancia Excedida Topolégica e PVES dos
cross-links compativeis com estruturas presentes na simulacdo mas ndo compativeis
com a estrutura cristalogréfica - All-atom. — Em vinho, amarelo e azul, respectivamente.
Somente a PVES tem correspondéncia com o eixo y direito, as demais grandezas se
relacionam com o da esquerda.

Pela razdo dos residuos estarem euclidianamente préximos na estrutura cris-
talografica, ao decorrer da simulagdo um caminho acessivel ao solvente foi possibilitado,
explicando assim valores significativos de PVES. Na Figura 4.6 podemos ver que as
ligacdes cruzadas que apresentam maiores de PVES sdo aquelas que tém DEE negativas.

Ha também na Figura 4.6, ligacdes cruzadas as quais apresentam DEE positi-
vas. Ou seja, na estrutura cristalogréafica os residuos sdo euclidianamente mais distantes
que o limite estatistico de validacdo. Contudo, estes cross-links foram compativeis
com estruturas da simulagdo em ntimeros significativos. Os cross-links E9-E28, E9—66,

K6-E13, K42-5133, K99-5133 e S57-D125 sdo exemplos destes casos.2

MQDE QKRKE | VAEYFRKVNEGDVDAI VEMFTENATI EDPVGKDVREGRAAQREYFNSNVTAEVTI EPGHLSAGQDGKSVAVALAAEMTNI LDPNRTRVKI NAVDVFTLTPEGKI DSMRVFWGMT DI GV

Secstruc

Figura 4.7: Representacdo das estruturas secundérias da SalBIII ao longo da sequencia
de aminodacidos - Sendo a-hélice e folha-p representadas em vermelho e amarelo,
respectivamente. (Fonte: Protein Data Bank, 5CXO)

A compatibilidade com estruturas da simulac¢do para os cross-links K42-5133

e K99-5133 ¢ influenciada pela movimentagdo do C-terminal da estrutura (serina 133). A

2A distribuigdo das estruturas em fungao da distancia topoldgica entre esses residuos para todos os
cross-links da Figura 4.6 se encontram na Figura I1.3.
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aproximacdo do C-terminal para a conexdo destes residuos é o que se observa ao longo
da simulagdo, promovendo distancias compativeis com o limite estatistico de validagéo.
Mesmo com valores significativos de DET, a mobilidade do C-terminal é suficiente
para superé-los. A Figura 4.8b apresenta os cross-links em questdo sobre a estrutura
cristalografica e a Figura 4.9 mostra a distribuicdo da PVES funcdo da distancia entre

estes residuos.

(a) (b)

Figura 4.8: Representacdo de cross-links ndo validados na estrutura cristalografica mas
compativeis com estruturas da simulagao - SalBIIIL. (a) K6-E13, E9—E28 e E9-E66 em
gelo, magenta e verde limdo, respectivamente. (b) K42-5133, S57-D125, e K99-5133 em
verde floresta, azul piscina e verde, respectivamente.
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Figura 4.9: Distribui¢des da densidade de estruturas em fun¢do da distancia topoldgica
entre os residuos dos cross-links da Figura 4.8. - A referéncia pontilhada ¢é o limite
estatistico.

Na Figura 4.9 vemos que a distancia entre os residuos da ligagdo cruzada S57-
D125 também apresenta uma distribui¢do larga como os casos com a serina 133, podendo
ser validada em todas as estruturas agrupadas a esquerda do limite estatistico. Todavia,
diferentemente da situacdo do C-terminal, vemos na simula¢do que é a mobilidade das
duas partes, regido do residuo 57 e do residuo 125, que influenciam na largura da curva
de distribuicao.

Localizado em uma a-hélice e no residuo 9, o 4cido glutdmico demonstra
nas simula¢gdes uma menor mobilidade que o caso anterior, mesmo estando préximo ao
N-terminal da proteina. Na Figura 4.9 podemos observar que, mesmo ndo sendo uma
distribuicdo estreita como encontramos para K6-E13, as curvas referentes as ligacoes
E9-E28 e E9-E66 ndo sdo tdo amplas em sua faixa de ocorréncia majoritdria como as
distribui¢des envolvendo a serina 133 (S133). Sendo assim, a razdo pela qual estes
cross-links apresentam compatibilidade com estruturas da simulacédo é a proximidade
entre os residuos.

A simulacdo nos mostra que para o cross-link E9-E66, que apresentou uma

DET de 4.07 A, a distancia entre os residuos mais comum é bem préxima ao limite
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estatistico de validacdo. J4 para a ligagio cruzada E9-E28, com DET de 2.01 A, podemos
observar que esta é, aproximadamente, a diferenca entre as distancias topolégicas mais
comuns dos residuos de acido glutdmico (9 e 28) na simulagdo e a sua validagdo em
estruturas foi acarretada por raras perturbacoes.

O cross-link K6-K13 é localizado na a-hélice do N-terminal. Como esta
é uma estrutura significativamente rigida na proteina, essa ligacdo cruzada se torna
compativel com as estruturas da simulacgdo pois, além de apresentar uma DET pequena,
0.8 A, as distancias topoldgicas mais comuns entre estes residuos na simulacdo sdo
proximas o suficiente do limite estatistico para promover a validag¢do do cross-link com

as pequenas deformagdes da estrutura.

Energia livre. Apesar de certos cross-links serem compativeis com poucas estruturas
da simulagdo, convertendo a PVES para unidades de energia (Equacédo 3.2), pode-se
analisar com uma nova perspectiva as varidveis energéticas envolvidas no experimento

de espectrometria.
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Figura 4.10: Probabilidade de Validacdo em uma Estrutura da Simulagdo conver-
tida para unidades de energia livre para cada cross-link - All-atom. — Em verde sdo
destacados os cross-links validados na estrutura cristalografica.

O cross-link E13-D104 é compativel com estruturas com AG de 6.4 kcal
mol~!. Esse valor de energia significa que cerca de 1 a cada 50,000 estruturas sdo

compativeis com esta ligacdo. Considerando que o limite de detec¢do comum de um
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espectrdometro de massas chega facilmente na ordem de 1/10°, é justificdvel afirmar
que, nestas condi¢des, a presenca de uma estrutura com este nivel de particularidade
é numerosa o suficiente para acarretar na detec¢do de seu cross-link correspondente

experimentalmente, se a mesma for ligada pelo ALC.

Cross-links compativeis com estruturas da simulagao coarse-grained

Combinados, os resultados das 3 simulagdes coarse-grained contemplam es-
truturas compativeis com 105 cross-links. Sendo 58 destes cross-links comuns com
a simulagao all-atom e 47 novos. Totalizando 113 liga¢des cruzadas compativeis com
estruturas de simulagdo, 61% do conjunto filtrado.

A Figura 4.11 mostra os valores de PVES para cada cross-link validado nas

simulagdes coarse-grained.
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Figura 4.11: Probabilidade de Validacdo em uma Estrutura da Simulagdo dos cross-links
compativeis com estruturas presentes na simulacao - Coarse-grained. — Em verde sdo
destacados os cross-links compativeis com a estrutura cristalografica.

Na Figura 4.12, observam-se os valores de DET para os cross-links validados
nas simulagdes all-atom e coarse-grained, sendo que para este segundo conjunto foram

excluidos aqueles ja reportados pelo primeiro.
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Figura 4.12: Distancia Excedida Topolégica dos cross-links compativeis com estruturas
presentes na simulagdo all-atom e coarse-grained, em amarelo e vermelho, respectiva-
mente.

Comparando os dois grupos da Figura 4.12 percebe-se que os valores de
DET apresentados pelo primeiro sdo, em média, menores que os reportados pelo
segundo, 9 +9.85 e 17 4 8.88 A, respectivamente. Implicando uma maior variabilidade
conformacional nas simulagdes coarse-grained, satisfazendo assim cross-links com maior

DET.

4.1.3 O conjunto de cross-links compativeis com as estruturas das si-
mulacdes

Apesar das simulagdes coarse-grained apresentarem um nimero maior de
cross-links validados, 8 conexdes reportadas pela simulagédo all-atom ndo fazem parte
desse conjunto. Sdo essas: K42-5131, K42-5132, K42-5133, S57-D125, E62-5133, D92—-
5131, D92-5133 e D125-5133.

A Figura 4.13 é um diagrama que apresenta as coordenadas (x,y) de cada
cross-link validado nas simulagdes, sendo x e y os respectivos residuos ligados. Aprovei-
tando a simetria do mapa, na metade diagonal superior sdo representados os cross-links
validados nas simulagdes coarse-grained e na metade inferior os validados na simulacdo

all-atom.
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Figura 4.13: Diagrama de coordenadas dos cross-links validados em simulacdo. — Em
azul sdo representados os cross-links comuns entre as simulag¢des dos dois campos de
forca, em vermelho sdo os cross-links validados apenas nas simulagées coarse-grained,
em magenta aqueles validados apenas na simulagdo all-atom e em cinza o par de
residuos que possui distancia igual ou menor que 8.0 A na estrutura cristalografica
(mapa de contatos).

4.1.4 Qualidade dos filtros e o conjunto de cross-links

A Tabela 4.3 lista os cross-links encontrados experimentalmente, porém nao

validados em nenhuma das simulagoes.
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Table 4.3: Cross-links experimentais ndo validados em simulagdes

D3-E53 E9-D125 E20-E37 E46-S131 S57-K77  D75-E86 D104-K113
D3-E62  E13-E32 D22-E37 E53-E66  S57-D92  D75-D92  E111-5131

E4-D24  E13-E37 D24-E86 E53-S71 S57-E111  S78-E86  K113-D125
E4-E53  FE13-E53  E32-S57  E53-K99 S57-K113 S78-D92  K113-5131

E4-E62  E13-S57  E32-S578 E53-E111 E62-E111 E86-E111 K113-5132
E4-578 E13-S116 E32-K99 E53-D115 E62-D115 D92-D104 K113-5133
K6-557 E13-D125 E37-K113 E53-S116 E62-S5116 D92-K113 D115-D125
E9-K17 K17-E32  E46-S57  S57-E62  E66-D92 K99-D104 S116-D125
E9-D22  K17-E37 E46-E62  S57-E66 E66-E111 K99-E111 D125-5132

E9-D115 K17-5133 E46-S116 S57-D75  S71-E86  K99-5116

Com as ligagdes cruzadas da tabela acima, completa-se em totalidade o
conjunto filtrado (score > 2). Nao sendo compativel com nenhuma estrutura das
simulagdes, este conjunto de cross-links ndo compativeis apresenta uma DET média de
23+10.40 A, indicando uma variabilidade conformacional ainda maior que a observada
nas simulagdes coarse-grained.

Seria a quantidade de cross-links ndo compativeis relacionada a qualidade do
paradmetro utilizado para filtrar o conjunto de liga¢des cruzadas? Filtros com parametros
de qualidade espectral piores gerariam conjuntos com mais cross-links ndo compativeis
com a estrutura cristalografica? E com as estruturas da simulagao?

A Figura 4.14 (A-C) mostra a correlacdo entre a qualidade do filtro e a fragdo
do conjunto filtrado compativel com a estrutura cristalogréfica. De forma equivalente,
na mesma figura (I-Ill) faz a mesma representacdo para a compatibilidade com as
estruturas da simulacdo all-atom.

Os parametros de qualidade disponiveis para filtragem de espectros no
programa SIM-XL [10] que serdo analisados sdo: a contagem de espectros, a contagem

de espécies e o score.
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A contagem de espectros se relaciona com a quantidade de espectros que
corroboraram para a identificacdo do cross-link, a contagem de espécies com a quanti-
dade de diferentes peptideos que identificaram o mesmo cross-link e o score é a "nota"
que o software dé aos espectros relacionados a identificagdo do cross-link baseado

na correlagdo entre a detecgdo experimental e a previsdo tedrica de fragmentacdo da

proteina.
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Figura 4.14: Correlagdes entre os parametros de qualidade de espectros e a compa-
tibilidade dos conjuntos gerados (A-C) com a estrutura cristalografica (I-III) com as
estruturas da simulagio all-atom. — O quadrado dos parametros de correlagéo (R?) para
as distribui¢des de pontos sao 0.98, 0.95, 0.95, 0.88, 0.91 e 0.97 para os graficos A, B, C, I,
II e III, respectivamente.

A quantidade de espectros mostra ser a distribui¢do mais fortemente corre-
lacionada entre os trés parametros no caso da estrutura cristalogréfica, porém a com

correlacdo mais fraca no caso das estruturas da simulacao all-atom. Esta distribuicédo



Capitulo 4. Resultados e Discussao 69

também apresenta o menor coeficiente angular da reta, para ambos os casos de com-
paracdo, significando que o aumento da quantidade de espectros acarreta na menor
variagdo da porcentagem de cross-links compativeis dentre os trés parametros.

O score é o parametro que apresenta maior coeficiente de angular, para
ambos os casos. O coeficiente de correlagdo de 0.95 e 0.97 para os casos estudados
torna o parametro de score o mais robusto para escolher cross-links compativeis com a
estrutura cristalogréafica e a variabilidade conformacional apresentada pela simulagao

all-atom.

4.2 Calmodulina

A Tabela 4.4 mostra os cross-links reportados para o experimento de ligacao
cruzada por espectrometria de massas para as espécies da Calmodulina livre (exclusiva-
mente), Calmodulina complexada com célcio (exclusivamente) e os comuns entre os
experimentos.

Um ponto importante a ser mencionado é que os dados apresentados na
tabela abaixo sdo considerados pelo grupo experimental como dados brutos com pouco
tratamento, ou seja, mesmo cross-links oriundos de espectros com baixa qualidade

foram reportados neste conjunto [51].
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Table 4.4: Cross-links experimentais para Calmodulina livre (exclusivamente), Calmo-
dulina complexada com célcio (exclusivamente) e comuns entre os experimentos.

Calm. livre Calm. Ca?* Calm. livre N Calm. Ca?"

K14-S39  S518-K95 M1-K76 K22-K116 K76-K116

K14-K76  K31-K78 M1-K95 M1-K78 K31-K95 K78-K95

K14-K78 KB31-S82 | S18-K116 | S18-K22 K31-5102 K78-5102 K95-K116
K14-582 K31-K116 | K22-5102 | K22-K31 S39-K95 K78-K116 S102-K116
K14-5102 S39-K78 K22-K76 K76-K78  S82-K95

S18-K76  K78-582 K22-K78 K76-K95 S82-K116

S18-K78 K22-K95 K76-5102 K95-5102

Ao todo, sdo 36 cross-links para o experimento da Calmodulina livre e 26
para o da Calmodulina complexada com célcio.

Quando se compara a andlise dos dados feita pelo grupo experimental [51]
com a Tabela 4.4, percebem-se algumas diferengas como consequéncia do tratamento
posterior. Para a experimentalista, considerando a qualidade dos espectros e apenas
cross-links intramoleculares, apenas 2 cross-links sdo exclusivos da Calmodulina livre
e todos os encontrados para Calmodulina complexada com célcio sdo comuns com a
livre. Os cross-links exclusivos sdo: K76-K116 e S82-K95. Constatando a presenca de
ambos os cross-links nos dados brutos de ambos os experimentos, conclui-se que a
qualidade de espectro desses cross-links para a forma complexada foi discriminatéria
para a experimentalista, tornando essas conexdes particulares da Calmodulina livre em
suas consideragdes finais.? J4 para os cross-links comuns entre os dois experimentos,
foram utilizados os dados das espécies relacionadas aos cross-links K76-K78, K22-K31
e K95-5102 para a quantificacdo e diferenciagdo das duas conformagdes [51].

Importante ressaltar que, tendo em vista o objetivo de comparacdo dos cross-
links validados nas diferentes espécies da Calmodulina, a busca de compatibilidade

com uma estrutura sempre leva em consideracdo a unido dos conjuntos apresentados

30 parametro para a selecdo destes cross-links nao é descrito na referéncia
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na Tabela 4.4, mesmo que experimentalmente para uma dada espécie ndo tenham sido

identificados todos os cross-links testados.

4.2.1 Cross-links compativeis com as estruturas de referéncia

A Tabela 4.5 mostra as ligagdes cruzadas validadas nas estruturas de referéncia
para a Calmodulina livre (30 estruturas) e Calmodulina complexada com calcio (1 estru-

tura).

Table 4.5: Cross-links validados nas respectivas estruturas de referéncia para a Cal-
modulina livre (30 conformag¢des de RMN) e Calmodulina complexada com calcio (1
conformacao cristalografica)

Calmodulina livre | Calmodulina Ca%*
M1-K76 K76-K116 M1-K78
M1-K78  K78-582 S18-K22
M1-K95 K78-K116 K22-K31
S18-K22 S82-K116 K76-K78
K22-K31 K95-5102 K78-582
K76-K78 K95-5102

Calmodulina livre

Para a Calmodulina livre, que possui uma estrutura obtida por RMN em
solucdo e para a qual foram propostas 30 conformagdes, a Figura 4.15 mostra a fragdo

destas conformagdes que satisfaz cada cross-link.



Capitulo 4. Resultados e Discussao 72

1.00 4

0.75 A

Figura 4.15: Fragdo de Estruturas Com-
pativeis para cada cross-link validado
nas estruturas de referéncia, Calmodu-
lina livre (30 conformacoes).
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A Figura 4.16 mostra a representacdo dos cross-links listados na Tabela 4.5
em algumas das estruturas do conjunto da Calmodulina livre em que sdo compativeis.
Sao compativeis com as possiveis estruturas da Calmodulina livre 11 ligacdes cruzadas.
Dentre estas, a liga¢do cruzada M1-K95, ndo foi reportada nos dados experimentais
desta espécie, entdo é contemplado 28% do conjunto experimental mais 1 cross-link.

Ao analisar a disposigdo de alguns dos cross-links na Figura 4.16, pode-se
facilmente identificar a perturbacdo nestes promovida pela complexagdo com ions calcio
e, consequentemente, formagdo da a-hélice entre os dominios. Sdo eles: K78-K116
(Amarelo em 4.16a), M1-K95 (Azul em 4.16b) e K76-K116 (Verde em 4.16¢). Uma vez
que estes cross-links ligam os dois dominios da proteina, certamente serdo impactados
pelo aumento da distancia entre essas duas por¢des mediante a formagao da hélice.

Na Figura 4.19 sdo observados os 6 cross-links validados nessa conformacéo,
porém acredita-se que a restricgdo M1-K78 ndo se torne tao relevante dentro da simulac¢do
devido a potencial mobilidade do N-terminal. Diferentemente de K18-K22, K22-K31 e
K95-5102 que se localizam préximas aos sitios de coordenagdo com o metal e K76-K78
e K78-582 que ligam residuos da mesma a-hélice.

Sendo assim, além da confirmagdo dos comportamentos sugeridos acima,
a dindmica molecular da proteina possibilitard o entendimento dos cross-links que
ndo aparentam dependéncia direta com o aumento de distancia entre os dominios

promovido pela mudanca de conformagdo. Sdo eles: M1-K76 e 582-K116.
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Outro ponto de interesse nos dados da dindmica é a possivel validagdo da
restri¢do 582-K95, mencionada no trabalho do grupo experimental, que néo foi validada

nas estruturas de referéncia.

(a) (b)

(c)

Figura 4.16: Representacao de cross-links nas estruturas de referéncia - Calmodulina
livre. (a) Conformacgdo 7 - Destacado em azul o cross-link S82-K116, amarelo o K78-
K116 e verde 0 K95-5102. (b) Conformacéo 25 - Destacado em azul o cross-link M1-K95,
amarelo o K22-K31, verde o S18-K22, vermelho o K76-K78 e magenta o K78-582. (c)
Conformacao 29 - Destacado em azul o cross-link M1-K76, amarelo o M1-K78 e verde
o K76-K116.

A Figura 4.17 mostra a PVES dos cross-links compativeis com as estruturas

das simulagdes all-atom da Calmodulina livre.
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Figura 4.17: PVES para cada cross-link compativel com as estruturas das simulagdes
all-atom da Calmodulina livre.

Com o auxilio da Figura 4.16, podemos identificar na Figura 4.17 que os
cross-links compativeis com as estruturas das simulagdes all-atom que apresentam PVES
mais distantes de 1 sdo aqueles que conectam residuos de dominios diferentes. Sdo eles:
M1-K95, K76-K116 e K78-K116.

Os casos M1-K76 e K22-K31 sdo um pouco mais intrigantes e ndo ha razao
aparente para a baixa PVES. Ao analisarmos as distribui¢des de PVES em fungao
da distancia entre os residuos para cada cross-link deste grupo compativel com as

estruturas de referéncia, Figura 4.18, obtemos novas informacoes.
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Figura 4.18: Distribui¢des da densidade de estruturas em func¢ao da distancia topol6-
gica entre os residuos dos cross-links compativeis com as estruturas de referéncia. -
Calmodulina livre, all-atom. A referéncia pontilhada é o limite estatistico.

Por conta do maior namero de estruturas iniciais (1 simula¢do de 200 ns para
cada uma das 30 estrutura de referéncia), podemos perceber picos nas distribuicdes,
indicando multiplas regides de maior densidade de estruturas. O cross-link S18-K22 é
um exemplo de distribui¢do com esta caracteristica.

Neste conjunto de cross-links temos distribui¢des predominantemente largas
que indicam a grande variacdo das distancias encontradas entre seus respectivos
residuos ao longo das simula¢des. Sendo as ligagdes cruzadas M1-K76 e K22-K31
praticamente centralizadas no limite estatistico e significativamente simétricas, a PVES
préxima de 0.5 é justificada.

Vemos também que a ligagdo S82-K95, reportada nos dados experimentais
mas ndo validada nas estruturas de referéncia foi contemplada pela compatibilidade

com as estruturas da simulacao.

Calmodulina complexada com calcio

A Figura 4.19 mostra a representacdo dos cross-links listados na Tabela 4.5 na
estrutura cristalogréfica da Calmodulina complexada com célcio. Sdo compativeis com
a estrutura cristalografica da Calmodulina complexada com calcio 6 ligagdes cruzadas.

Dentre estas, a ligacdo cruzada K78-582 nao foi reportada nos dados experimentais
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para esta espécie. Com estes niimeros, é contemplado 19% do conjunto experimental

mais 1 cross-link.

(a) (b)

Figura 4.19: Representacdo de cross-links na estrutura de referéncia - Calmodulina
complexada com célcio. (a) Destacado em azul o cross-link M1-K78, em amarelo o
K22-K31, em verde o K95-5102 e em vermelho o S18-K22. (b) Destacado em azul o
cross-link K76-K78 e em amarelo o K78-582.

A Figura 4.20 mostra a PVES dos cross-links compativeis com as estruturas

da simulacéo all-atom da Calmodulina complexada com célcio.
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Figura 4.20: PVES para cada cross-link compativel com as estruturas das simulagdes
all-atom da Calmodulina complexada com calcio.
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Situadas nos sitios de complexac¢do com célcio (Figura 4.19a), as ligagdes
cruzadas K22-K31 e K95-5102 possuem PVES préximos de 1. Entretanto, para o cross-
link S18-K22, que também se localiza nesta regido, a PVES é significativamente menor.
A Figura 4.21, que apresenta as distribui¢des da PVES para os cross-links em questao,
deixa evidente que, apesar de apresentar uma curva muito préxima a forma de uma
Gaussiana, as distancias mais comuns encontradas para a distancia entre o residuo de

serina 18 (518) e lisina 22 (K22) sdo muito préximas do limite estatistico de validagéo.
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Figura 4.21: Distribui¢des da densidade de estruturas em funcdo da distancia topo-
l6gica entre os residuos dos cross-links compativeis com a estrutura cristalografica.
- Calmodulina complexada com célcio, all-atom. A referéncia pontilhada é o limite
estatistico.

Na Figura 4.21 podemos observar também a mobilidade do N-terminal
através da distribuicdo correspondente a ligagdo cruzada M1-K78 e a distribuicao
estreita correspondente ao cross-link K76-K78 localizado na a-hélice inter-dominio.

Por conta da grande variacdo da distancia apresentada pela distribuicao o
cross-link K78-582 aparenta indicar uma perda da estrutura secundéria, uma vez que a
ligagdo cruzada se localiza em uma a-hélice. Todavia, a distancia destas distribui¢des
é a topologica. Quando consultamos a distribuicdo por distancia euclidiana para essa

ligacdo cruzada (Figura I1.4), pode-se confirmar que este ndo é o caso.
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4.2.2 Cross-links nao compativeis com a estrutura de referéncia

A Tabela 4.6 mostra as liga¢Oes cruzadas validadas nas estruturas das simu-
lagdes para a Calmodulina livre e Calmodulina complexada com calcio (barras azuis
nas Figuras 4.17 e 4.20).

Table 4.6: Cross-links compativeis com estruturas das simulagdes all-atom mas ndo

validados nas estruturas de referéncia para a Calmodulina livre (30 estruturas de RMN)
e Calmodulina complexada com célcio (1 estrutura cristalografica)

Calmodulina livre Calmodulina Ca%*

K14-S39  S18-K95 K31-K78 K76-K95 | M1-K76  S39-K95
K14-K76 S18-K116 K31-S82  K76-S102 | M1-K95 K76-K116
K14-K78 K22-K76 K31-K95 K78-K95 | K14-S39 K78-K95
K14-582 K22-K78 K31-5102 K78-5102 | K14-K76 K78-K116
K14-5102 K22-K95 K31-K116 S82-K95 | K14-K78 S82-K116
S18-K76 K22-S102 S39-K78  K95-K116 | K31-K95 K95-K116
S18-K78 K22-K116 S39-K95 S102-K116 | S39-K78

Calmodulina livre

As ligagOes cruzadas reportadas na Tabela 4.6 para a Calmodulina livre, sdo
aquelas representadas em azul na Figura 4.17. Destas 28 ligacdes cruzadas, 2 cross-links
nao estdo no conjunto experimental. Os cross-links S18-K116 e K22-5102 juntos com o
M1-K95 validado nas estruturas de referéncia somam 3 dados excedentes. Assim, 100%
do conjunto experimental e mais 3 cross-links sdo compativeis com as estruturas das
simulagdes.

Com valores de PVES muito menores que os cross-links compativeis com
as estruturas de referéncia (Figura 4.17), este conjunto indica uma especificidade sig-
nificativa para as estruturas em que sdo validados. Considerando a abordagem da
simulagdo de todas as 30 estruturas para a Calmodulina livre, é razoavel se pensar que

os cross-links que ndo sdo compativeis com nenhuma estrutura de referéncia sejam
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validados em estruturas pouco provaveis, uma vez que o conjunto de referéncia ja
apresenta uma variedade conformacional grande. Por isto os valores muito menores de
PVES.

A Figura 4.22 mostra as distribui¢es da densidade de estruturas em fungdo
da distancia topolégica entre os residuos dos 2 cross-links compativeis com as estruturas
da simulagdo all-atom, mas ndo validados nas estruturas de referéncia, que ndo foram

reportados nos dados experimentais da espécie da Calmodulina livre.

S18--K116 K22--S102
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Figura 4.22: Distribui¢des da densidade de estruturas em fung¢do da distancia topolégica
entre os residuos dos cross-links S18-K116 e K22-5102. - Calmodulina livre, all-atom. A
referéncia pontilhada é o limite estatistico.

As ligagdes cruzadas das distribui¢des acima conectam dominios diferentes
da proteina. Apesar de serem validados em algumas das estruturas da simulagéo,
vemos nestas distribui¢des a raridade das ocorréncias de compatibilidade. Isto se deve
ao fato de que o conjunto de estruturas mais provavel apresenta distancias topoldgicas

entre os residuos em torno de 43 A para a ligacdo S18-K116 e de 63 A para a ligagio
K22-5102.

Simulag¢des coarse-grained. As simulagdes coarse-grained para a Calmodulina livre

ndo validaram nenhum novo cross-link que ja ndo estivesse validado pelas simula¢ées

all-atom.

Calmodulina complexada com calcio

As ligagoes cruzadas reportadas na Tabela 4.6 para a Calmodulina comple-

xada com célcio, sdo aquelas representadas em azul na Figura 4.20. Destas 13 ligac¢oes
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cruzadas, 4 ndo foram reportadas nos dados experimentais para a espécie comple-
xada com célcio. Sao estas: K14-K76, K14-S39, K14-K78 e S39-K78. Com estas novas
validacdes, 54% do conjunto experimental para a espécie é contemplado e mais 5
cross-links.

A Figura 4.23 mostra as distribui¢des das PVESs em funcdo da distancia to-
poldgica entre os residuos dos 4 cross-links compativeis com as estruturas da simula¢do
all-atom, mas ndo validados na estrutura de referéncia, que ndo foram reportados nos

dados experimentais.

K14--S39 K14--K76 K14--K78 S39--K78
35 ; 35 35 35
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Figura 4.23: Distribui¢des da densidade de estruturas em funcdo da distancia topolégica
entre os residuos dos cross-links K14-S39, K14-K76, K14-K78 e S39-K78. - Calmodulina
complexada com célcio, all-atom. A referéncia pontilhada é o limite estatistico.

As distribui¢des da Figura 4.23 nos mostram que as distancias mais provaveis
entre os residuos sdo deslocadas a direita do limite estatistico de validacdo. Ao verificar
a distancia topoldgica para estas ligagdes na estrutura de referéncia, a ndo validacdo é
justificada pois os residuos apresentam distancias semelhantes aos picos da distribuicdo
de densidade. Estas distancias sdo: 19.6 A para K14-539, 16.9 A para K14-K76, 19.8 A
para K14-K78 e 27.1 A para S39-K78.

Ao retomar a andlise da Figura 4.20, vemos que o cross-link M1-K76 se
sobressai das demais ligagdes cruzadas ndo compativeis com a estrutura cristalografica.
Apesar de ndo ser validado, como o cross-link M1-K78 é compativel com a estrutura, é
racionalizada a PVES calculada para a ligacdo envolvendo o residuo de lisina 76 (K76)
argumentando a proximidade dos residuos K76 e K78 na sequéncia.

A Figura 4.24 mostra as distribui¢des das PVESs em fungdo da distancia

topoldgica entre os residuos dos 2 cross-links mencionados. Ambos compativeis com as
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estruturas da simulagéo all-atom, mas apenas M1-K78 validado na estrutura cristalogra-

fica.
M1--K76 M1--K78
0.005 0.005
0.004 0.004
<0.003 1 5 0.003
<0.002 A <0.002 A
0.001 - 0.001 -
0.000 ¥ R W 0.000 M
1 8 15 22 29 36 1 8 15 22 29 36
d(A) d(A)

Figura 4.24: Distribui¢des da densidade de estruturas em fungdo da distancia topoldgica
entre os residuos dos cross-links M1-K76 e M1-K78. - Calmodulina complexada com
célcio, all-atom. A referéncia pontilhada é o limite estatistico.

Com auxilio da Figura 4.24, podemos constatar a semelhanca das duas
distribui¢des para residuos tdo préoximos como o K76 e K78. Por conta do impedimento
estérico que o residuo K76 sofre por cadeias laterais préximas, mesmo apresentando
uma distancia euclidiana menor que o limite estatistico, o cross-link M1-K76 nao é
validado na estrutura cristalogréafica.* Porém, um caminho acessivel ao solvente é
possibilitado ao longo da simulagdo, por isso a compatibilidade significativa com as

estruturas da simulacéo.

Simulacgdes coarse-grained. As estruturas da simulagdo coarse-grained foram compati-
veis com 16 cross-links. Todos os validados pela estrutura cristalografica (6) e outros 10.
Sendo que destes outros, 5 também foram compativeis com as estruturas da simulagao
all-atom e 5 sdo cross-links que ainda ndo haviam sido validados para a Calmodulina
complexada com célcio. Dentro do conjunto de novos cross-links, os S18-K76 e S18-K78
ndo foram reportados nos dados experimentais para a espécie complexada com calcio.

Com o acréscimo destes novos 5, um total de 24 cross-links foram compativeis
com as estruturas das simula¢des com a Calmodulina complexada com calcio, 65% do

conjunto experimental para a espécie e mais 8 cross-links.

4Concluiu-se sobre a acessibilidade do residuo através da distribuicio das PVESs em funcio da
distancia euclidiana na Figura IL.5.
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A Figura 4.25 apresenta a PVES para os cross-links compativeis com as

estruturas da simulagdo coarse-grained.

1.00 A [ Ref & Sim
[ Si

Sim

0.75 A

PVES

0.25 A

T . T

0.00 - 1
o~ — [e0] o~ o~ [(e) [e0] (e} [ee] (e} [ee] wn o
N M ~ ®© O ~N N N N KR K o -
pv4 pv4 ¥ (7] — pv4 X X V4 V4 V4 4 —
A N S 7 R A A A N
<6} o~ © © 1 < < © [e} o~ o~ o |
— o ~ ~ n — — —~ ~ (o] o [ee] un
V)] pv4 ¥ V4 Q pv4 4 (%)) " ¥ pv4 (V2] Q
Cross — links

Figura 4.25: PVES para cada cross-link compativel com as estruturas das simulag¢des
coarse-grained da Calmodulina complexada com célcio.

Nesta simulacdo, a ligagdo cruzada M1-K76 também foi validada em propor-
cdo significativa nas estruturas devido a proximidade do residuos, semelhantemente as

simulagdes all-atom.

4.2.3 Cross-links ndo compativeis com as estruturas das simulagdes
Calmodulina livre

Para a espécie Calmodulina livre, as estruturas das simula¢gdes foram compa-
tiveis com todo o conjunto experimental.
Calmodulina complexada com célcio

Nao foram compativeis com a estrutura cristalogréfica ou as estruturas das
simulagdes 9 cross-links, 35% do conjunto experimental. A Tabela 4.7 lista os cross-links
do conjunto experimental que ndo foram compativeis com nenhuma estrutura das

simulagdes.
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Table 4.7: Cross-links do conjunto experimental ndo compativeis com as estruturas de
referéncia nem com as das simulag¢des para a Calmodulina complexada com célcio.

Calmodulina Ca%*
S18-K116  K76-K95
K22-K95 K76-5102
K22-5102 K78-5102
K22-K116 S102-K116

K31-5102

Um detalhe pertinente é que estas liga¢des cruzadas sdo todas, com exce¢do
da S102-K116, inter-dominio. Uma vez que a complexa¢do com cdlcio proporciona a
formagao de uma a-hélice entre os dois dominios, ha uma promogao do afastamento
dessas duas regides que pode impedir acdo do ALC. Todavia, estas liga¢des foram
reportadas nos dados experimentais. Se considerarmos os dados das simula¢gdes como
referéncia, os mesmos sugerem a presenca de ligacdes cruzadas oriundas da espécie

Calmodulina livre nos dados experimentais para espécie complexada com célcio.

4.2.4 Agrupamento por comportamento das ligacdes cruzadas em di-

ferentes condi¢des biolégicas/experimentais

Nesta sec¢do faremos um agrupamento por comportamento com os dados
dos experimentos para a Calmodulina livre e Calmodulina complexada com célcio. Este
agrupamento tem o intuito de identificar ligagdes cruzadas preferenciais nas diferentes
condi¢oes da Calmodulina.

Fazendo a compilagdo dos dados dos experimentos da Calmodulina livre e
Calmodulina complexada com célcio, o software identificou 2 clusters. Como para a
calmodulina temos somente 2 espécies/condi¢des experimentais, os cross-links iden-
tificados no cluster 1 sdo aqueles que, através do XIC experimental, mostraram um

aumento da detecgdo de seus precursores da condicdo 1 (Calmodulina livre) para a



Capitulo 4. Resultados e Discussao 84

2 (Calmodulina complexada com cdlcio) e para o cluster 2 o contrario. A Figura 4.26

mostra esse comportamento em grafico.

@ Cluster 1 @ Cluster2

Figura 4.26: Representacdo do comportamento dos clusters identificados pelo software
QuinXL. Onde a condicdo biolégica 1 é a auséncia de fons calcio e a 2 a presenca de ions
célcio. Os Clusters 1 e 2 sdo representados pelas cores vermelho e azul, respectivamente.

A Figura 4.27 mostra quais sdo os cross-links de cada grupo na sequencia de

aminodcidos da proteina.

Figura 4.27: Representagdo dos cross-links na sequéncia da proteina coloridos em
funcdo do cluster identificado. Os Clusters 1 e 2 sdo representados pelas cores vermelho
e azul, respectivamente. Destaque em azul para a parte da sequéncia na qual é formada
a a-hélice inter-dominio.

Ao identificar os dominios da proteina como as porg¢des antes e depois do
destaque azul na Figura 4.27, podemos observar que a clusterizacdo ndo mostra uma
uma relacdo de proibicdo de ligacdo inter-dominio ou de preferéncia intra-dominio em

prol da complexagdo com calcio.
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A Tabela 4.8 lista os cross-links que foram compativeis com estruturas das
simulag0es all-atom para ambas as espécies (Calmodulina livre e Calmodulina comple-
xada com célcio) agrupadas pelo cluster a qual elas pertencem.

Table 4.8: Cross-links compativeis com as estruturas das simulagdes all-atom comuns

entre Calmodulina livre e Calmodulina complexada com cdlcio agrupados pelos clusters
em que eles se encontram na identificagdo do software QuinXL.

Cluster 1 Cluster 2
M1-K76 K78-582 | S18-K22
K31-K95 K78-K116 | K22-K31
K76-K78 K95-5102 | S39-K95
K76-K116 K95-K116 | K78-K95

Sendo assim, os cross-links do Cluster 1 deveriam aparecer com maior
intensidade na condi¢do 1 (auséncia de ions célcio) e os do Cluster 2 na condicédo
2 (presenca de ions calcio). Entretanto, quando levamos em consideragdo estes com-
portamentos para os crosslinks da Tabela 4.8 comparando a PVES para as diferentes
simulagdes, ndo temos resultados conclusivos.

Para o Cluster 1 as ligagdes cruzadas K76-K116, K31-K95, K78-K116 e K76—
K78 seguem a tendéncia apontada para o grupo pelo QuinXL, porém para 0s cross-
links M1-K76, K78-582, K95-5102 e K95-K116 o comportamento é o inverso do que o
esperado para o grupo segundo os dados do software.

Para o Cluster 2, o mesmo comportamento dos dados é observado. Metade
do conjunto é condizente com a interpretagdo mediante os dados do programa e metade
ndo. Os cross-links K22-K31 e S39-K95 apresentam um aumento da PVES da condicdo
1 para a 2 e os cross-links S18-K95 uma diminuicéo.

Como visdo geral do procedimento, acredito que as incompatibilidades com
os dados das simulagdes sdo consequéncias das incompatibilidades dos dados experi-
mentais anteriormente apontadas. O agrupamento por comportamento em diferentes

condic¢des faz sentido estruturalmente. Uma vez que observamos nas simulagdes a
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maior compatibilidade de liga¢des cruzadas inter-dominio para a Calmodulina livre,
é plausivel que um comportamento deste tipo possa ser identificado pelo método
utilizado pelo software. Todavia, a natureza dos dados experimentais é essencial para

uma boa representagao da realidade estrutural da proteina.
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Capitulo 5

Considerac¢oes Finais

A técnica de Espectrometria de Massas de Cross-linking é uma poderosa
ferramenta que consiste na ligagdo covalente entre dois residuos proteicos e identificagdo
dessa conexdo. As aplicagdes sdo diversas e coletam informagdes estruturais inter e
intramoleculares possibilitando entendimento de interagdes enzimaéticas [54], estruturas
tercidrias e quaterndrias de proteinas, e, mais recentemente, assisténcia a modelagens
computacionais [55].

As anélises realizadas com a SalBIII deixam claro a importancia da dindmica
proteica para entender a satisfacdo de restricdes que ndo ocorrem nas estruturas de
referéncia. Justificando 42 liga¢des cruzadas experimentais ndo compativeis com a estru-
tura cristalografica através do conjunto de conformagdes da simulagéo all-atom e 47 da
simulagao coarse-grained, um estudo como esse pode direcionar a melhor compreensao
dos dados experimentais e até a selegdo de restri¢des para aplicagdes desse tipo de
informacao. E de significativa relevancia a informacio de que 69 cross-links nao foram
satisfeitos, mesmo depois uma simula¢ées com 5 ps e amostragem coarse-grained. A
interpretacdo estatistica das distancia entre residuos participantes de cross-links ao
longo da simulagdo nos ajudaram a interpretar o motivo da ocorréncia e intensidade
dos cross-links. Ainda, podem trazer informagdes conformacionais detalhadas, como
indica o gratico de densidade de conformagdes em fun¢ado da distancia topoldgica entre

os residuos. Como o da ligagdo cruzada E62-E86 na Figura 4.5, por exemplo.
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A adicao de fons célcio a Calmodulina induz a formacgéo da a-hélice inter-
dominio que impede diretamente a satisfacdo de 3 cross-links. Todavia, através da
dinamica foi possivel verificar a compatibilidade de uma ligagdo cruzada com parte
significativa das estruturas da simulagdo, M1-K76. Este cross-link era compativel
com parte das estruturas da Calmodulina livre, mas nado havia sido validado para a
estrutura cristalografica da Calmodulina complexada com célcio. A clusterizagdo por
comportamento das ligagdes cruzadas em fun¢do da condigdo biolégica/experimental
com base nas liga¢des inter e intra-dominio ndo geraram rela¢des compativeis com os
dados das simulagoes.

E relevante ressaltar também que foram encontradas correlagdes positivas
entre a qualidade dos espectros e a porcentagem do conjunto filtrado que é compativel
com a estrutura cristalografica e com as estruturas da simulagao.

Finalmente, conclui-se que, assim como a dindmica dos linkers [56], a dina-
mica de conformacdo da proteina é de significante relevancia para a anélise de dados
de cross-linking e, considerando a magnitude das moléculas estudadas, simulagdes
coarse-grained sdo ferramentas tteis quando interpretadas de forma coerente em andlise

conformacional qualitativa.
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Appendix A

Anadlises preliminares dos campos de

forca

A.1 Campo de forca

Duas simulagdes corase-grained foram produzidas com a SalBIII através do
software GROMACS, 1 s com o campo de forca SIRAHe 1 s com o campo de for¢a Martini,

ambos seguindo os procedimentos sugeridos pelos respectivos desenvolvedores.

Model free energy (kcal mol~1)

0.0 T
0

T T T
200 400 600 800 1000

Time (ns)

Figura A.1: Gréfico da energia livre da conformacao pelo tempo de simulagdo com o
campo de forca SIRAH - 1 us
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Figura A.2: Gréfico da energia livre da conformacao pelo tempo de simulagdo com o
campo de for¢a Martini

O campo de forca a ser escolhido deveria apresentar um comportamento
energético compativel com uma amostragem termodindmica de conformacdes, ou seja,
o padrdo energético da simulagdo deveria seguir um regime natural de enovelamento
e desnaturacdo da proteina. Entretanto, os resultados obtidos, representados pelas
Figuras A.1 e A.2, ndo apresentaram diferencas significativas para a escolha de um
em detrimento do outro. Apesar dos resultados ndo apontarem um campo de forca
como o melhor ou mais adequado no momento, os procedimentos utilizados para a
obtengdo dos resultados ja os diferenciam de certa maneira. Percebeu-se que ambos
procedimentos sdo muito flexiveis, permitindo assim a manipula¢do quase livre do
processo de producdo da dindmica. Todavia, as ferramentas de remapeamento dos
campos de forga apresentaram diferengas em sua performance. Depois da separagdo
das frames da trajetéria, o remapeamento é feito para cada uma das conformacées.
Um programa para a execugao deste procedimento foi escrito usando a ferramenta
de remapeamento de cada um dos campos de forca e, nesse cendrio, ao analisar os

resultados deste de cada remapeamento, percebeu-se que a ferramenta de do campo
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de forca Martini ndo foi tdo eficiente quanto a do SIRAH. Em ntimeros, em 10.000
conformacdes para cada trajetéria, 108 erros de remapeamento foram encontrados para
o procedimento com a ferramenta do Martini e nenhum para o do SIRAH. Com isso,
uma preferencia, por questdes préticas, para/com o campo de for¢ca SIRAH surgiu apesar

dos resultados apresentados acima ndo serem determinantes.

A.2 Coarse-grained vs All-Atom

O desvio quadrético médio (RMSD) é uma representagdo da movimentagdo
da molécula simulada. Afim de comparar o comportamento da molécula nas simu-
lagdes dos trés campos de forca (All-atom - Amber e Coarse-grained - SIRAH e Martini),

construiram-se as representagdes da fungdo RMSD de cada um deles.

10

—— RMSD

RMSD (A)
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Figura A.3: Desvio quadrético médio (RMSD) - 1 us, Amber
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Figura A.4: Desvio quadrético médio (RMSD) - 1 us, Martini (A) SIRAH (B)

Comparando a Figura A.3 e a Figura A.4, pudemos perceber que os valores
de RMSD da dltima sdo maiores que a da primeira. Devido ao niimero reduzido de
graus de liberdade, a consideragdo de apenas intera¢des de curta distancia, a superficie
de potencial mais suavizada e a passos de tempo de integragdo maiores, os campos de
forca coarse-grained demonstram uma velocidade de 2 a 5 ordens de grandeza maior
do que os campos de forga all-atom [57], isto é, hd amostragem de mais conformagdes
para um mesmo intervalo de tempo de simulacao.

Estudos de comparacdo entre campos de forca coarse-grained e all-atom
mostram as diferengas dos valores de propriedades termodinamicas. Entre dados
obtidos experimentalmente, com campo de forca coarse-grained e com campo de forca
all-atom. Com isso, apontam que apesar dos campos de forga coarse-grained serem
aproximagcoes significativas, ainda ha espago para aprimoramento nesse quesito [58].
Quando se comparam a flexibilidade da cadeia e a média de propriedades de longo
alcance a conclusdo é que os campos de forga coarse-grained produzem uma boa
descrigdo dos dados apresentados pelos campos de forca all-atom [59].

Para detalhar a movimentacado da estrutura, um mapeamento da movimen-
tacdo dos residuos foi feita através da fungdo de flutuacdo quadrética média (RMSF)
[60]. Uma vez em que o RMSD é o desvio quadratico médio das posigdes de todos os

atomos, como um s6 corpo, ao longo do tempo, o RMSF é a média do desvio de um
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atomo, ou grupo de dtomos, relativo ao uma estrutura de referéncia.
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Figura A.5: Flutuacdo quadratica média (RMSF) dos carbonos-a dos trés campos de
forca

Tomando a flutuagdo dos residuos com o campo de forca Amber como
comparagdo para as outras flutuagdes, encontramos valores para a correlagdo de Pearson
de 0.64 para o campo de for¢a Martini e 0.18 para o SIRAH. Todavia, analisando o RMSF

da trajetéria produzida com o campo de forga Amber, obtivemos a Figura A.6.
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Figura A.6: Flutuacdo quadrética média (RMSF) dos carbonos-« em comparagdo a troca
de hidrogénio-deutério (HDX) e ao B-fator - Amber.

O experimento de troca hidrogénio-deutério (HDX) consiste em, através do
solvente rico em deutério, realizar a troca de hidrogénios da proteina com deutérios do

solvente e analisar os produtos da reagdo, via espectrometro de massas, para diferentes
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tempos de reagdo. Assim, determinam-se as regides da proteina que sdo mais e menos
expostas ao solvente. Entretanto, ndo vemos qualquer sinal de correlagdo entre os dados
de HDX e RMSE.

O B-factor é um parametro que reflete a precisdo do experimento de crista-
lografia de raio X, sendo ele maior quando a precisdo da posi¢do do &tomo/residuo
correspondente é menor. Contudo, para a correlagdo entre as duas curvas, obtivemos
r = —0.02, mostrando que os dados B-fator também nédo sdo correlatos ao RMSE.

Finalmente, por questdes praticas mencionadas na sec¢do anterior e pela
contato mais direto que o grupo tem com os desenvolvedores, escolhemos o campo de

forca SIRAH para utilizar no restante do estudo.

A3 RMSD

Com o intuito de entendermos mais detalhadamente a movimentagdo da pro-
teina, produzimos um gréfico, através dos dados obtidos com o MDLovoFit [60]. Neste
grafico, produzido utilizando 100 conformagdes igualmente espagadas na simulagdo
all-atom com o campo de forca Amber, verificou-se o valor minimo obtido pela fungdo
RMSD em fungdo da porcentagem de dtomos considerados (¢) no alinhamento das

conformacgoes.
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Figura A.7: RMSD em funcdo da fra¢do selecionada da proteina

Segundo a Figura A.7, a fungdo RMSD segue um regime quase linear em
relacdo a fragdo de 4tomos da proteina considerada para o alinhamento. Com isso,
percebemos que os valores minimos de RMSD acima de 4.5 A sdo oriundos de apro-
ximadamente 30% dos d4tomos. Assim, na Figura A.8, mostramos a dependéncia do
desvio quadratico médio com o tempo utilizando, arbitrariamente, a fracdo (¢) de 0.7

como comparagao a consideragdo de todos os d&tomos (¢ = 1) da proteina.
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Figura A.8: Desvio quadrético médiocom ¢ =1e ¢ = 0.7
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Para melhor representar o gréfico da Figura A.8, foi feita uma representagdo
gréfica de sobreposicdo das 100 conformagdes em que a fragdo selecionada da proteina

é ilustrada na cor azul e o restante da molécula em vermelho.

Figura A.9: Sobreposicdo de conformacdes da
simulacdo all-atom de 1 us

Unindo as informagdes, vemos claramente na Figura A.9 uma significativa
movimenta¢do do N-terminal na parte inferior da figura, um dos motivos pelos quais

os valores de RMSD sao mais altos para maiores valores de ¢.
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Arquivos mdp utilizados na producao das simulagdes.

97



em1_CGPROT.mdp

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title = EMIN

cpp = /lib/cpp
include =

define =-DGN_GO

; RUN CONTROL PARAMETERS
integrator = steep
nsteps = 5000

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS
; None (see manual)

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS

emtol =1.0
emstep =0.05

; nstcgsteep =500
nbfgscorr =10

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
nstxout =50
nstvout =50
nstfout =0
nstlog =50
nstenergy =50
nstxtcout =50
xtc-precision =1000
xtc-grps =
energygrps =

: NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
nstlist =10

ns_type = grid
pbc = Xyz
rlist =1.2

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW

coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2
optimize_fft =yes
fourierspacing =0.2
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em2_CGPROT.mdp

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title = EMIN
cpp = /lib/cpp
include =
define =

; RUN CONTROL PARAMETERS
integrator = steep
nsteps = 5000

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS
; None (see manual)

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS

emtol =1.0
emstep =0.05

; hstcgsteep =500
nbfgscorr =10

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
nstxout =50
nstvout =50
nstfout =0
nstlog =50
nstenergy =50
nstxtcout =50
xtc-precision =1000
xtc-grps =
energygrps =

: NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
nstlist =10

ns_type = grid
pbc =Xxyz
rlist =1.2

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW

coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2
optimize_fft =yes

fourierspacing =0.2



eq1_CGPROT.mdp

; GENERAL INPUT FLAGS

title = 5ns equilibration NVT
cpp = /usr/bin/cpp
define = -DPOSRES
; RUN FLAGS
integrator =md
dt =0.020
nsteps = 250000
pbc = Xyz

NON-BONDED INTERACTIONS FLAGS

ns_type = grid
nstlist =10

rlist =1.2
coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2
optimize_fft =yes
fourierspacing =0.2

; TEMPERATURE COUPLING FLAGS

tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein SIRAH-Solvent
tau_t =1.01.0

ref t = 300 300

INITIAL STEP VELOCITIES FLAGS

gen_vel =no
gen_temp =300
gen_seed =-1

PRESSURE COUPLING FLAGS
Pcoupl =no

OUTPUT FLAGS
nstxout =
nstvout =
nstlog = 5000
nstenergy =
nstxtcout = 5000

99

eq2_CGPROT.mdp

; GENERAL INPUT FLAGS

title = 25ns equilibration NVT
cpp = /usr/bin/cpp
define = -DGN_GO_SOFT
; RUN FLAGS
integrator =md
dt =0.020
nsteps = 1250000
pbc =Xyz

NON-BONDED INTERACTIONS FLAGS

ns_type = grid
nstlist =10

rlist =1.2
coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2
optimize_fft =yes
fourierspacing =0.2

; TEMPERATURE COUPLING FLAGS

tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein SIRAH-Solvent
tau_t =1.01.0

ref t =300 300

INITIAL STEP VELOCITIES FLAGS

gen_vel =no
gen_temp =300
gen_seed =-1

PRESSURE COUPLING FLAGS
Pcoupl =no

OUTPUT FLAGS
nstxout =
nstvout =
nstlog = 5000
nstenergy =
nstxtcout = 5000



md_CGPROT.mdp nstlog
(para 5 us, nsteps = 250000000) nstenergy
nstxtcout

; GENERAL INPUT FLAGS

title = 1us production NPT

cpp = Jusr/bin/cpp

define =
; RUN FLAGS

integrator =md

dt =0.020

nsteps = 50000000

pbc = Xyz

NON-BONDED INTERACTIONS FLAGS

ns_type = grid
nstlist =10

rlist =1.2
coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2
optimize_fft =yes
fourierspacing =0.2

; TEMPERATURE COUPLING FLAGS

tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein SIRAH-Solvent
tau_t =2.020

ref t =300 300

INITIAL STEP VELOCITIES FLAGS

gen_vel =no
gen_temp =300
gen_seed =-1

PRESSURE COUPLING FLAGS

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic
tau_p =8.0
compressibility =4.5e-5
ref p =1.0
refcoord-scaling =com
; OUTPUT FLAGS
nstxout =0

nstvout =0

= 5000

= 5000

100
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Anexo B

M1--K8 M1--K17 M1--K113 E13--E111
0.020 0.020 0.020 0.020
0.015 - 0.015 0.015 - 0.015 -
= 0.010 A = 0.010 = 0.010 A = 0.010
QL QL QL QU
0.005 0.005 - \/\'\ 0.005 0.005
0.000 LA 0.000 — L 0.000 Ak I 0.000 — LA
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
d(A) d(A) d(A) d(A)
E32--K113 E37--E46 E53--S57 E62--E86
0.020 0.020 0.020 0.020
0.015 0.015 0.015 0.015 A
= 0.010 A = 0.010 = 0.010 = 0.010
QU QL QL QL
0.005 - 0.005 0.005 - 0.005 -
0.000 VS SN 0.000 AW S 0.000 | S . 0.000 AW
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
d(A) d(4) d(4) d(4)

Figura IL.1: Distribui¢oes da densidade de estruturas em fun¢ado da distancia euclidiana
entre os residuos dos cross-links da Figura 4.4, a referéncia pontilhada é o limite
estatistico.
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Figura I1.2: Distribui¢oes da densidade de estruturas em funcdo da distancia euclidiana
entre os residuos dos cross-links da Figura 4.8, a referéncia pontilhada é o limite

estatistico.
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Figura I1.3: Distribui¢des da densidade de estruturas em fun¢do da distancia topoldgica
entre os residuos dos cross-links da Figura 4.6, a referéncia pontilhada é o limite
estatistico.
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Figura I1.4: Distribui¢oes da densidade de estruturas em funcdo da distancia euclidiana
entre os residuos dos cross-links compativeis com a estrura cristalografica.- , all-atom. A
referéncia pontilhada é o limite estatistico.
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Figura IL.5: Distribui¢oes da densidade de estruturas em fun¢ao da distancia euclidiana
entre os residuos dos cross-links M1-K76 e M1-K78.- , all-atom. A referéncia pontilhada
é o limite estatistico.
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