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Resumo

A fluorescéncia do triptofano é altamente sensivel ao ambiente, motivo pelo qual é
até os dias de hoje amplamente usada para investigar a estrutura e dinamica das proteinas. O
comprimento de onda de emissao de fluorescéncia (\.,,) do triptofano em proteinas é muito va-
riavel. Existem proteinas com \.,, baixos (e.g. Azurina, 308 nm), e outras com A, altos (e.g.
Glucagon, 355 nm). Essa diversidade de A, motivou estudos tedricos que pudessem explicar o
fenomeno do desvio de Stokes do triptofano em proteinas. Um dos estudos mais relevantes foi o
de Vivian e Callis (2004), que propuseram um modelo hibrido QM-MM com capacidade de pre-
dizer 0s A, O modelo de Vivian e Callis (2004) teve um desempenho muito bom, com desvio
padrao das predigoes com respeito aos dados experimentais (SD) de 6,87 nm, e um coeficiente
de correlacao de R? = 0,69. O uso desses métodos requer métodos computacionais sofisticados
restringindo assim seu uso na interpretacao de dados experimentais. Nesta tese foram desenvol-
vidos modelos classicos parametrizados baseados na area acessivel ao solvente e baseados nas
interacoes eletrostaticas para a predi¢ao dos )., do triptofano. Esses modelos classicos, permi-
tem melhores predi¢oes se comparadas ao modelo baseado nos primeiros principios de Vivian
e Callis (2004), a um custo e complexidade computacionais muito menores. Por exemplo, um
modelo baseado nas interacoes eletrostaticas prediz os comprimentos de onda de emissao com
um SD = 4,89 nm e R? = 0,81. Estes modelos parametrizados servem como uma metodologia
simples e rapida para auxiliar na interpretacao de dados experimentais. Nossos modelos foram
utilizados para estudar a inconsisténcia encontrada entre a dindmica reorientacional calculada
por dindmica molecular e deduzida de experimentos de anisotropia de fluorescéncia resolvida
no tempo do Trpl13 da enzima subtilisina Carlsberg. Essa inconsisténcia era devida a que as
estruturas amostradas pela dindmica molecular e pelos experimentos eram distintas. Assim
a dindmica molecular amostrava preferencialmente conformacgoes com o Trpl13 parcialmente
protegido do solvente (correspondente a conformagao da estrutura cristalogréfica), enquanto
o experimento aparenta ser consistente com conformacoes com o Trpl13 exposto ao solvente.
Essas diferencas foram quantificadas pela comparacao dos A, experimentais e calculados, es-
tes ultimos com os modelos parametrizados. Simulagoes de dindmica molecular mantendo o

Trp113 exposto ao solvente durante todo o tempo foram realizadas mediante o uso de restrigoes
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estruturais. Os A, foram calculados para as estruturas amostradas nessas simulagoes, sendo
similares aos observados nos experimentos. Como era previsto, a dindmica reorientacional cal-
culada para o Trp113 exposto ao solvente foi muito mais rapida quando comparada & dinamica
observada para a estrutura cristalografica. Desta forma, foi possivel interpretar estruturalmente
o resultado experimental, e sugerir que a conformacao cristalogrifica nao é representativa do

conjunto de estruturas amostrado em solugao.



Abstract

Tryptophan fluorescence is highly sensitive to the environment, reason why it is up
to the present day widely used to investigate the structure and dynamics of proteins. The
fluorescence emission wavelength (\.,,) of tryptophan in proteins is very variable. There are
proteins with low A, (e.g. Azurine, 308 nm), and others with high A, (e.g. Glucagon,
355 nm). The diversity of A.,, motivated theoretical studies to explain the tryptophan Stokes
shift phenomenon of in proteins. One of the most relevant studies was performed by Vivian
and Callis (2004), which proposed a hybrid QM-MM model with the capacity to predict the
Aem- The performance of the model of Vivian and Callis (2004) was good, with a standard
deviation of the predictions with respect to experimental data (SD) of 6,87 nm, and a correla-
tion coefficient of R? = 0,69. The use of these methods requires sophisticated computational
protocols restricting their use in the interpretation of experimental data. In this thesis were
developed classical parametric models based on the solvent accessible surface area, and based
on the electrostatic interactions for the prediction of tryptophan A.,,. These classical models
allow better predictions compared to the model based on first principles of Vivian and Cal-
lis (2004), at a much lower computational cost and complexity. For example, a model based
on electrostatic interactions predicts the emission wavelengths with a SD = 4,89 nm and R?
= 0,81. These parameterized models represent a simple and fast methodology that can be
used in the interpretation of experimental data. Our models were used to study the incon-
sistency found between the reorientational dynamics calculated by molecular dynamics and
deduced from time-resolved fluorescence anisotropy experiments of the Trp113 of the enzyme
subtilisin Carlsberg. This inconsistency was due to the fact that the structures sampled by
molecular dynamics and experiments were different. The molecular dynamics sampled prefera-
bly conformations with the Trp113 partially protected from the solvent (corresponding to the
crystallographic structure), while the experiment appears to be consistent with conformations
with Trpl113 exposed to the solvent. These differences were quantified by comparing the ex-
perimental and calculated \.,, the later obtained with the parameterized models. Molecular
dynamics simulations keeping the Trp113 exposed to the solvent all the time were carried out

through the use of structural constraints. The )., were calculated for the structures sampled
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in these simulations, being similar to those observed in experiments. As expected, the calcula-
ted reorientational dynamics for the solvent-exposed Trpl13 was much faster when compared
to the observed for the crystallographic structure. In this way, it was possible to structurally
interpret the experimental results, and suggest that the crystallographic conformation is not

representative of the set of structures sampled in solution.
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Da mesma maneira, as interagoes eletrostaticas entre o pirrol completo e o am-
biente (dgua + proteina) sdo computadas como Qpyr—c = Qpyr—cw + Qpyr—c.p-
O simbolo () representa a média sobre as simulagdes. O desvio padrao ¢ mos-

trado. Os AP estao em nm, e as interagoes eletrostaticas em k.J x mol™!.
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5.3

5.4

2.5

Proteinas usadas, codigos de acesso das estruturas (PDB id.), comprimentos
de onda de emissao de fluorescéncia experimentais (A\5P), e interagoes eletros-
taticas calculadas a partir das simulagoes de dinamica molecular. Qpen—c.w,
Qben—cps Qpyr—iw © Qpyr—ip 520 as interacoes eletrostaticas entre o benzeno
completo do indol e a agua, benzeno completo do indol e a proteina, pirrol
incompleto do indol e a 4gua e pirrol incompleto do indol e a proteina. respec-
tivamente. As interagoes eletrostaticas entre o benzeno completo e o ambiente
(dgua + proteina) sdo computados como Qpen—c = Qben—cw + Qven—cp- Da
mesma maneira, as interacgoes eletrostaticas entre o pirrol incompleto e o am-
biente (4gua + proteina) sdo computados como Qpyr—i = Qpyr—iw + Qpyr—ip-
O simbolo () representa a média sobre as simulagoes. O desvio padrao é mos-
trado. Os AP estao em nm, e as interagoes eletrostaticas em k.J x mol L.

Comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia experimentais e calcula-

exp

e & o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia

dos do triptofano: A

experimental. (14

) e AN~ sio os comprimentos de onda de emissdo de
fluorescéncia calculados e os desvios relativos aos valores experimentais, res-
pectivamente, usando os modelos baseados nas interacoes eletrostaticas 1 ao
4. Os comprimentos de onda e os desvios estao em nm.

Comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia experimentais e calcula-
dos do triptofano: AS*P é o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia
experimental. A0-%) e AX0—8) s30 o comprimento de onda de emissdo de
fluorescéncia calculado e o desvio relativo ao valor experimental, respectiva-

mente, usando os modelos baseados nas interagoes eletrostéaticas 5 ao 8. Os

comprimentos de onda e os desvios estao em nm.
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5.6

5.7

6.1

Modelos baseados nas interacgoes eletrostaticas para a predigao dos compri-
mentos de onda de emissao de fluorescéncia (Ae,,) do triptofano em proteinas
por meio de simulacoes de dinamica molecular. R? é o coeficiente de correlacao
quadratico de Pearson e SD é o desvio padrao das predi¢oes com respeito aos
dados eXperimentaiS' QTa Qwa Qpa Qbenfia Qbenfca prrfia prcha Qbenfi,wa
Qben—i,]n prr—z’,wv pr'r—z',pa Qben—c,wa Qben—c,pv prr—c,w € prr—c,p sao as inte-
ragoes eletrostaticas entre o indol - ambiente (4gua + proteina), indol - agua,
indol - proteina, benzeno incompleto - ambiente (dgua + proteina), benzeno
completo - ambiente (4gua + proteina), pirrol incompleto - ambiente (dgua +
proteina), pirrol completo - ambiente (4gua + proteina), benzeno incompleto
- 4gua, benzeno incompleto - proteina, pirrol incompleto - agua, pirrol incom-
pleto - proteina, benzeno completo - agua, benzeno completo - proteina, pirrol
completo - agua e pirrol completo - proteina, respectivamente. As unidades
das interacoes eletrostaticas sao kJxmol™t. . . . ... ...
Robustez do Modelo 1 baseado nas interacoes eletrotaticas em relacao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX4¢(1) é o desvio dos comprimentos de onda quando é removida
uma protefna a vez dos dados de treinamento. AN%¢(2) e ANe(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 1 é robusto em relacao aos dados de treinamento

usados. A unidade do comprimento de onda é nm. . . . . .. ... ... ...

Condigoes experimentais das medidas de fluorescéncia do Trp113 da subtilisina
Carlsberg. A proteina sC foi adquirida comercialmente e passos de purificacao
foram realizados antes de realizar as medidas de fluorescéncia. HPLC (Croma-
tografia liquida de alta eficiencia). FPLC (Cromatografia liquida de proteina
rapida). A.; € Aep, s80 0s comprimentos de onda de excitagao e emissao, res-

pectivamente. . . . . . . L L L Lo
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6.2

6.3

Parametros experimentais e calculados da anisotropia de fluorescéncia resol-
vida no tempo do triptofano livre em agua. A.,, € o comprimento de onda usado
para registrar os decaimentos de anisotropia. O ., foi calculado usando (¥
o modelo baseado na SASA do benzeno/pirrol e ) nas interaces eletrosta-
ticas do indol com a &gua/proteina. O modelo mono-exponencial usado para
o ajuste do decaimento da anisotropia de fluorescéncia é: r(t) = ro x e(=/™),
sendo 71 0 tempo de reorientagao do fluoréforo. Os M., calculados correspon-
dem a média dos comprimentos de onda calculados a partir de 30 simulagoes
de dindmica molecular. O ajuste exponencial da anisotropia foi aplicado a
média das 30 curvas de decaimento de anisotropia de fluorescéncia calculadas
a partir das simulagoes de dindmica molecular. . . . . . . .. ... ... ...
Parametros experimentais e calculados da anisotropia de fluorescéncia resol-
vida no tempo do Trpl13 da subtilisina Carlsberg em agua. ., é o com-
primento de onda usado para registrar os decaimentos de anisotropia. O A,
foi calculado usando (¥ o modelo baseado na SASA do benzeno/pirrol e ®)
nas interagoes eletrostaticas do indol com a agua/proteina. O modelo bi-
exponencial usado para o ajuste do decaimento da anisotropia de fluorescéncia
foi: r(t) = 1o x (Bre /™ + Bye /™), sendo B, e B, os termos pré-exponenciais,
e 71 e Ty 0s tempos de reorientacao das componentes rapidas e lentas, respec-
tivamente. Os A, calculados correspondem a média dos comprimentos de
onda calculados a partir de 30 simulagoes de dindmica molecular. O ajuste
exponencial da anisotropia foi aplicado & média das 30 curvas de decaimento
de anisotropia de fluorescéncia calculadas a partir das simulagoes de dindmica
molecular. (V' Conformacio da sC com o Trpl13 parcialmente protegido do
solvente. ) Conformacao da sC com o Trpll3 completamente exposto ao

solvente. . . . L
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B.1

B.2

B.3

Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno incompleto e pirrol com-
pleto (Modelo 2) em relagao aos dados de treinamento usados. A% ¢ o com-

primento de onda de emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de

calc

19 proteinas como dados de treinamento. AN

(1) é o desvio dos comprimen-
tos de onda quando é removida uma proteina a vez dos dados de treinamento.
ANe(2) e ANe(3) representam a média dos desvios quando duas e trés pro-
teinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente. Os valores
méximos dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos
desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 2 é robusto em relacao
aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno completo e pirrol incom-

pleto (Modelo 3) em relagdo aos dados de treinamento usados. A€ & o com-

primento de onda de emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de

calc

cac(1) é o desvio dos comprimen-

19 proteinas como dados de treinamento. A\
tos de onda quando ¢é removida uma proteina a vez dos dados de treinamento.
ANUe(2) e ANC(3) representam a média dos desvios quando duas e trés pro-
teinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente. Os valores
méaximos dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos
desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 3 é robusto em relacao
aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno completo e pirrol completo

(Modelo 4) em relagao aos dados de treinamento usados. \¢%¢ & o compri-

mento de onda de emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19

calc

protefnas como dados de treinamento. AN

(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma proteina a vez dos dados de treinamento.
ANe(2) e ANe(3) representam a média dos desvios quando duas e trés pro-
teinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente, Os valores
méaximos dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos

desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 4 é robusto em relacao

aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
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C.1

C.2

C.3

Robustez do Modelo 2 baseado nas interacoes eletrotaticas em relacao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando ¢ removida
uma protefna a vez dos dados de treinamento. AX%¢(2) e AN¢(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 2 é robusto em relacao aos dados de treinamento
usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Robustez do Modelo 3 baseado nas interagoes eletrotaticas em relagao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX%¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando ¢ removida
uma proteina a vez dos dados de treinamento. AX¢(2) e ANC(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores méaximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 3 é robusto em relacao aos dados de treinamento
usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Robustez do Modelo 4 baseado nas interacoes eletrotaticas em relagao aos
dados de treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX4¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando é removida
uma proteina a vez dos dados de treinamento. AX¢(2) e ANC(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 6 nm
indicando que o Modelo 4 é robusto em relacao aos dados de treinamento

usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
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C4

C.5

C.6

Robustez do Modelo 5 baseado nas interacoes eletrotaticas em relacao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando ¢ removida
uma protefna a vez dos dados de treinamento. AX%¢(2) e AN¢(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 4 nm
indicando que o Modelo 5 é robusto em relacao aos dados de treinamento
usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Robustez do Modelo 6 baseado nas interagoes eletrotaticas em relagao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX%¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando ¢ removida
uma proteina a vez dos dados de treinamento. AX¢(2) e ANC(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores méaximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 4 nm
indicando que o Modelo 6 é robusto em relacao aos dados de treinamento
usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Robustez do Modelo 7 baseado nas interacoes eletrotaticas em relacao aos
dados de treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX4¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando é removida
uma proteina a vez dos dados de treinamento. AX¢(2) e ANC(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 5 nm
indicando que o Modelo 7 é robusto em relacao aos dados de treinamento

usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
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C.7

Robustez do Modelo 8 baseado nas interacoes eletrotaticas em relacao aos
dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de emissao de
fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de trei-
namento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando ¢ removida
uma protefna a vez dos dados de treinamento. AX%¢(2) e AN¢(3) represen-
tam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados
de treinamento, respectivamente. Os valores maximos dos desvios sao mos-
trados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 6 nm
indicando que o Modelo 8 é robusto em relacao aos dados de treinamento

usados. A unidade do comprimento de onda é nm.
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Aem Comprimento de onda emissao de fluorescéncia

A p Comprimento de onda emissao de fluorescéncia experimental

Acale Comprimento de onda emissao de fluorescéncia calculado

ABF Adaptive Biasing Force

DNA Deozyribonucleic acid

MD Molecular dynamics

NAMD Not (just) Another Molecular Dynamics program

PDB Protein Data Bank

Qr Interagao eletrostatica entre o indol e o ambiente (dgua + pro-
teina)

Qp Interagao eletrostatica entre o indol e a proteina

Quw Interacgao eletrostatica entre o indol e a agua

QM-MM Simulagoes hibridas mecéanica quantica-mecanica molecular

RMSD Root-mean-square deviation

SASA Solvent acessible surface area

sC subtilisina Carlsberg

Trp Triptofano

Trpl13 Triptofano da posicao 113

TCSPC Time-correlated single-photon counting
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Capitulo 1

Fluorescencia

1.1 Uma breve introducao a fluorescéncia

O primeiro registro conhecido da fluorescéncia foi reportado pelo médico espanhol
Nicolas Monardes. Em 1565, ele observou a emissao de luz da cor azul de uma infusao de
uma planta chamada Lignum Nephriticum. Nos anos seguintes, muitas outras substancias com

capacidade de emitir luz foram descobertas, incluindo as solugoes de quinina [1].

Em 1852, Sir George Stokes desenvolveu um experimento simples mas de grande
importancia, que permitiria explicar o processo de emissao de luz. No seu experimento a luz
natural era dividida com a ajuda de um prisma, logo a solu¢ao de quinina, a qual estava contida
num tubo, era colocada em diversas regioes do espectro de luz. Quando a solugao de quinina era
colocada na regiao da luz visivel nenhuma luz era emitida pela substancia. No entanto, quando
a solugao era colocado na regiao nao-visivel da luz (regiao ultravioleta) a solu¢do de quinina
tornava-se azul. Isso chamou a atencao de Stokes e utilizando as palavras dele, “parecia que a
luz se originava da escuridao”. Uma das primeiras conclusoes que Stokes obteve a partir dos
seus experimentos foi que a emissao é provocada pela absorcao prévia de luz de um comprimento
de onda determinado. Adicionalmente, Stokes notou que o comprimento de onda de absorcao

era menor que o da emissao de luz, nascendo assim o famoso termo chamado desvio de Stokes
2]

Até esse momento, Stokes chamava o fendmeno de emissao de luz de reflexao disper-
siva. Em 1853, Stokes resolveu utilizar definitivamente o nome de fluorescéncia para se referir
ao processo de emissao de luz [3]. Esse nome foi derivado da pedra fluorspar, um mineral

composto de fluoreto de célcio e que também apresentava emissao de luz [1].

Durante a segunda guerra mundial, aparelhos préticos para medir a fluorescéncia

foram desenvolvidos com a finalidade de monitorar drogas antimalaricas [4]. A partir desse
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momento a fluorescéncia ganhou muita importancia e aplicabilidade na area cientifica e tecno-
logica. Entre as aplicagoes que encontramos, hoje em dia, temos: explorar estrutura e dinamica
das proteinas [5, 6, 7|, cinética enzimética [8, 9|, observar micro- e nano-estruturas celulares

[10, 11, 12|, entre outras.

1.2 Conceitos basicos de fluorescéncia

1.2.1 Diagrama de Jablonski

Também conhecido como o diagrama de Perrin-Jablonski, este é usado para repre-
sentar esquematicamente os processos de absorcao de fotons, conversoes internas, fluorescéncia,

cruzamento intersistemas, fosforescéncia e transigoes tripleto-tripleto (Figura 1.1) [1, 4].

A continuagao vamos a descrever brevemente cada um desses processos.

e T

A =
— i — =
=_c i g —— =
=1 S, MW'F:'S-:
= ! b —
3 x| Absorcdo [|Fluorescéncia|| Fosforescéncia

v

»
n
e

S, S,

Figura 1.1: O diagrama de Jablonski. Sy é o estado fundamental, S; e S, sao os estados
excitados singletos, T7 e T5 sao os estados tripletos, IC é a conversao interna, e ISC é a conversao
intersistema. As linhas verticais continuas e as linhas onduladas indicam processos radiativos

e nao-radiativos, respectivamente.

e Conversao interna: E uma transicao nao-radiativa entre dois estados eletronicos que

possuem a mesma a multiplicidade do spin.

e Fluorescéncia: E o processo mediante o qual ha emissao de fé6tons devido a uma rela-

xacao do estado excitado ao fundamental, sendo que estes estados possuem a mesma a
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multiplicidade do spin. (i.e. S; — Sp)

e Cruzamento intersistema: E um processo nao-radiativo entre dois niveis vibracionais
da mesma energia, mas pertencentes a estados eletronicos de diferente multiplicidade.
Em principio estas transi¢oes sao proibidas, mas o acoplamento o6rbita-spin pode ser

suficientemente grande para permiti-las.

e Fosforescéncia: As transicoes a partir do estado 77 podem ser por meio de de-excitagoes
nao-radiativas ou por de-excitagdes conhecidas como fosforescéncia. As primeiras aconte-
cem em meios solventes, onde o niimero de colisdes favorece o cruzamento intersistema e o
posterior relaxamento vibracional ao estado Sy. Por outro lado, a fosforescéncia acontece
a baixas temperaturas e em meios rigidos, sendo o tempo de vida deste processo longo e

pode ser observado na escala de tempo dos segundos até minutos.

1.2.2 Propriedades da fluorescéncia

Ao observar o espectro de fluorescéncia, é possivel de notar duas caracteristicas im-
portantes. A primeira delas é a intensidade maxima do espectro, e a segunda é o comprimento
de onda no qual aparece o maximo de emissao. Tecnicamente, essas caracteristicas estao relaci-
onadas ao rendimento quéntico e ao desvio de Stokes, respectivamente. Outras propriedades da
fluorescéncia s6 foram mais recentemente medidas gragas ao avango das técnicas experimentais.

Essas caracteristicas sao o tempo de vida e o tempo de reorientacao dos fluoréforos.

Rendimento quantico

Imaginemos que um determinado fluoréforo é excitado por um curto pulso de luz.
Certo nimero de moléculas do fluoréforo passarao para o estado excitado S; e apds certo
tempo voltarao ao estado fundamental Sy mediante processos radiativos ou nao-radiativos. Se
modelarmos esse processo, podemos ver que a taxa de decaimento do fluoréforo no estado

excitado (A*) depende das constantes de decaimento radiativo (k2) e nao-radiativo (k2).

dAT _ s s yia
— S = (k +ES)[AY) (12.1)
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Por outro lado, a intensidade de fluorescéncia (ir) ¢ a quantidade de fétons emitidos
na passagem do estado excitado ao fundamental (Ax — A + fdton), sendo proporcional a
concentracao de moléculas que ainda estdo no estado excitado (ir o< k5[A*]). A intensidade de
fluorescéncia observada experimentalmente (Ir) é proporcional a ip, e depende das condigoes
instrumentais. Também ¢é importante dizer que I é obtido normalmente usando alguma escala

arbitraria escolhida no experimento.

O rendimento quéantico (®r) é uma medida da eficiéncia da conversao dos fotons
absorvidos durante a excitacao em fotons de emissao, e pode ser expressado mediante a Equa-

cao 1.2.2.

. S
Fotonse, k:

P, — —
7 Fotonse, kS + kS,

(1.2.2)

onde Fotons., e Fotons,, sao os nimeros de fétons absorvidos durante a excitacao e os li-
berados durante a emissdao de fluorescéncia, respectivamente. As constantes de velocidade k?
e k% despopulam o estado excitado, e uma forma alternativa, para o calculo do rendimento

quantico, baseada na fracao dessas constantes é possivel (Equagao 1.2.2).

Experimentalmente existem duas formas populares de medir o rendimento quan-
tico de moléculas fluorescentes. Essas metodologias sao conhecidas como o método pontual
e o método comparativo [4, 13]. Ambas precisam de alguma amostra referéncia, que possua

rendimento quéantico conhecido (®g).

No método pontual, medidas de absorbéancia e fluorescéncia numa concentracao fixa
do fluoréforo problema e referéncia sao necessarios para calcular o rendimento quantico do

fluoroéforo, usando:

Op = Pyt A8 (1.2.3)

sendo Ir e Ipg as intensidades de fluorescéncia, e I, e I r as intensidades de absorcao do

fluoroforo problema e referéncia, respectivamente.

No método comparativo, é necessario de realizar medidas de absorbancia e fluo-
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rescéncia do fluoréforo problema e referéncia usando diferentes concentragoes. Isso permitira
construir graficas que mostrem a dependéncia da intensidade de fluorescéncia em funcao da
intensidade de absor¢ao numa faixa de concentragoes do fluoréforo. Os coeficientes angulares
dessas relagoes serao calculados para o fluoréforo problema (M) e referéncia (mg). Assim, o

rendimento quantico seré calculado usando:

M
bp=dp— (1.2.4)
mg

O rendimento quantico de diversos fluoréforos foram estimados usando esses mé-
todos. O triptofano livre em &gua, por exemplo, apresenta um rendimento quéantico de 0,14,
enquanto que em proteinas este residuo apresenta uma variabilidade de rendimentos que vao
de ~ 0,0 até ~ 0,3. Essa variabilidade é principalmente decorrente de eventos de transferéncia
de carga entre o grupo indol e a ligagao peptidica presente nas proteinas [14, 15]. As cadeias
laterais dos aminoacidos lisina, glutamina, asparagina, histidina, aspartate, glutamate, tirosina

e cisteina também estao envolvidos na supressao da fluorescéncia do triptofano [16].

Tempo de vida

O tempo de vida do fluoréforo (7g) esta definido como o tempo médio que a molécula
fica no estado excitado antes de voltar ao estado fundamental. Matematicamente, podemos

expressar o tempo de vida pela Equagao 1.2.5.

1

= 1.2.
RS 1 kS, (1.2.5)

Ts

Se compararmos as Equacoes 1.2.2 e 1.2.5, notamos que existe uma relacao entre o

rendimento quantico e o tempo de vida da fluorescéncia (Equagao 1.2.6).

75 = Op/k? (1.2.6)

ou seja, o rendimento quantico é o tempo de vida multiplicado pela taxa de decaimento radia-

tiva.
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Desvio de Stokes

Observando no diagrama de Jablonski (Figura 1.1) podemos notar que a energia de
excitagao ¢ maior comparada & de emissao de fluorescéncia. Experimentalmente, essa diferenga
é visualizada entre os méximos dos espectros de absorcao e emissao. Essa diferenca de energia é
conhecida como desvio de Stokes [2]. O desvio de Stokes ¢ um importante parametro que pode
ser utilizado para obter informagoes sobre os estados excitados [1, 4|. Essa perda de energia
é devida a varios processos dinamicos que acontecem durante a excitacao do fluoréforo. Um
desses processos esta relacionado a polaridade do solvente. Assim temos que quando o solvente
for polar (por exemplo, a dgua), o processo de relaxamento ao redor do fluoréforo seré favoravel

e portanto a energia do estado excitado serd menor [4].

Essa dependéncia do desvio de Stokes com a polarizabilidade do solvente é conside-

rado no modelo de Lippert-Mataga (Equacao 1.2.7) [4].

(1.2.7)

2[8—1 nz_l](ME_MG>2
Vpa — Vg =

he |26 —1  2n?2+1 a?
sendo 4 e vg as energias de absorcao e emissao, respectivamente. pp e pg sao os dipolos de
emissao e absorc¢ao respectivamente. € e n sao a constante dielétrica e o indice de refragao do

solvente, respectivamente.

1.3 Fluorescéncia em proteinas

A fluorescéncia tem sido amplamente utilizada para investigar a estrutura e a dina-
mica das proteinas. Os métodos usados podem ser comumente divididos em dois: fluorescéncia
estacionaria e resolvida no tempo. Nesta secao descreveremos estas modalidades com a finali-
dade de conhecer detalhes, como a instrumentagao, e assim entender como sao obtidos os dados

experimentais.
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1.3.1 Fluorescéncia estacionaria

Arranjo experimental

O espectrofluorimetro, ou simplesmente fluorimetro, é o instrumento usado para
realizar as medidas de fluorescéncia. Os componentes béasicos de um fluorimetro sao a lampada
de excitacao, os monocromadores de excitacao e emissao e o sistema de aquisicao de dados

(Figura 1.2).

1 :

4 5

Figura 1.2: Diagrama esquemético do fluorimetro, onde sao mostrados os componentes basicos
do aparelho. 1) Fonte de luz, 2) monocromador de excitagao, 3) amostra, 4) monocromador de
emissao, 5) sensor de detec¢ao de luz e 6) sistema de aquisigao dos dados.

A fonte de luz de excitacao é geralmente uma lampada de arco de xenonio de alta
pressao. Esta lampada tem a capacidade de fornecer luz continua na faixa de 250 nm até o
espectro infravermelho. Os monocromadores servem para selecionar os comprimentos de onda
de excitacao e emissao. Estes permitem o escaneamento automatico dos comprimentos de
onda. O sistema de deteccao da fluorescéncia esta composto por tubos fotomultiplicadores e
aparelhos eletrénicos especificos de detecgao. Como é observado na Figura 1.2, a fluorescéncia
¢ registrada num angulo de 90° com respeito a luz de excitagao. Essa geometria na aquisi¢ao
de dados é necesséria para prevenir que a luz de excitagao transmitida seja confundida com a
fluorescéncia. Os dados coletados pelo sistema de detec¢ao sao transferidos ao computador e

guardados digitalmente.
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Caracteristicas espectrais dos aminoacidos

A fenilalanina (F), tirosina (Y) e o triptofano (W) sdo os aminoéacidos naturais com
capacidade de emitir fluorescéncia. Os espectros de absor¢ao e emissao destes aminoacidos
sao distintos e sao caracterizados, principalmente, pelo seus comprimentos de onda méximos

(Figura 1.3).

O espectro de absorcao da fenilalanina apresenta trés picos caracteristicos localizados
em ~ 252, 258 e 263 nm (Figura 1.3A). A maior absor¢ao acontece em 258 nm (chamaremos
Aaps a0 comprimento de onda de méaxima absorgao). Os espectros de absor¢ao da tirosina e do
triptofano estao mostrados nas Figuras 1.3B e C, respectivamente. O )\, destes aminoécidos

sao proximos de 280 nm.

Nos experimentos de fluorescéncia as proteinas sao geralmente excitadas com com-
primentos de onda maiores que 280 nm. Considerando que o rendimento quantico da fenilala-
nina é baixo (®r =0,022), a fluorescéncia deste aminoacido é quase nula nesses experimentos.
Por outro lado, os rendimentos quanticos da tirosina e do triptofano em solugao aquosa sao
muito préximos, sendo estes de 0,13 e 0,12, respectivamente. Assim, experimentos que tém por
finalidade estudar a fluorescéncia unicamente do triptofano, devem usar comprimentos de onda
de excita¢do na faixa dos 295 - 305 nm, pois nessa regido a absorcao da tirosina é nula [1, 4,

17].

O espectro de emissao de fluorescéncia da fenilalanina, apresenta um comprimento
de onda maximo de emissao (\e,) em ~280 nm. O A, da tirosina em agua é localizado em
303 nm e é pouco sensivel a polaridade do meio. O triptofano livre em dgua apresenta A.,, em
354 nm, e é altamente sensivel a polaridade e ao ambiente local, motivo pelo qual é a sonda
natural mais amplamente utilizada nos experimentos de fluorescéncia de proteinas. As carac-
teristicas espectrais dos aminoécidos naturais fenilalanina (F), tirosina (Y) e o triptofano (W),
tais como rendimento quantico, comprimento de onda de absor¢ao e emissao, estao resumidas

na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Rendimento quantico (®r), e comprimentos de onda méaximo de absor¢ao (Aus) €
emissao (Ae,) dos aminoacidos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) em solugao
aquosa.

Aminoéacido Op Aabs (nm)  Agp, (nm)
Phe 0,022 [18] 258 [19] 280 [18]
Tyr 0,13 [18] 274 [19] 303 [18]
Trp 0,14 [18] 278 [19] 354 [18]
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Figura 1.3: Espectros de absor¢ao (vermelho) e emissao (azul) dos aminoacidos A) fenilala-
nina, B) tirosina e C) triptofano em solu¢do aquosa. Os dados experimentais dos espectros
de absor¢ao e emissao correspondem a Fasman et al. (1976) [19] e Chen et al. (1972) [18],
respectivamente. Os espectros estao disponiveis no site da PhotochemCAD [20].

Variabilidade da fluorescéncia do triptofano

As medidas da fluorescéncia do triptofano em proteinas sao hoje em dia comuns

nos laboratoérios, sendo uma técnica basicamente de rotina. Apesar da sua simplicidade, a
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fluorescéncia nos fornece informagoes muito importantes sobre a estrutura e estabilidade das

proteinas, assim como também sobre o ambiente local do triptofano.

Devido a fluorescéncia do triptofano ser altamente sensivel & polaridade do meio
é que seu comprimento de onda de emissao (A,,) é tdo variavel nas proteinas. Assim temos
proteinas que apresentam baixos (e.g. Azurina), intermediarios (e.g. Nuclease) e altos (e.g.
Glucagon) valores de A.,,. Na Tabela 1.2 estao apresentados os A, de algumas proteinas. Essa
diversidade de comprimentos de onda de emissao tem sido motivo de intensa pesquisa na érea,
com a finalidade de esclarecer suas bases moleculares |15, 21].
Tabela 1.2: Diversidade dos comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia (Ae,) do trip-

tofano em proteinas. Todas as proteinas possuem um tnico residuo de triptofano. Os nimeros
de acesso das estruturas no Protein Data Bank (PDB id.) sao mostrados.

Proteina PDB id. Aem

Azurina 4A7ZU|[22] 308|23]
Parvalbumina 1B8R|24]  316]6]
Mioglobina IMYT|[25] 321]6]
Ribonuclease T1 9RNTI[26] 328[27]
FKBP12 1D60(28]  330[29]
T4-lisozima W126Y W138Y 1LYDI[30] 330[31]
T4-lisozima W126Y W158Y  1LYD[30] 330[31]
T4-lisozima W138Y W158Y  1LYD[30] 330[31]
subtilisina Carlsberg 1SBC|32] 331][33]
Nuclease de estafilococo ISTN[34]  334[5]
Che-Y 1CHN|35]  335[6]
a-Cobratoxina 1CTX[36]  340[6]
HSA 1BMO[37]  340[38]
Monelina IMOL[39] 342[27]
Toxina colérica B (monémero) 1CHP[40]  345|6]
Tioredoxina W31A 2TRX[41] 345|21]
Melitina OMLT[42]  346]6]
Fosfolipase A2 2BPP[43] 348[44]
Glucagon 1GCNJ45] 352(27]

1.3.2 Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo

As medidas de fluorescéncia resolvida no tempo sdo importantes devido a que for-
necem detalhes sobre os processos fotofisicos, fotoquimicos e fotobiologicos. Com a resolugao

temporal foi possivel determinar os tempos de vida dos fluor6foros no estado excitado e a di-
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namica reorientacional apés excitacao. As técnicas usadas para estudar esses processos sao
conhecidos como tempo de vida da fluorescéncia resolvida no tempo e anisotropia de fluores-
céncia resolvida no tempo, respectivamente. Nesta secao descreveremos a segunda técnica que

¢ fundamental para o trabalho aqui apresentado.

Arranjo experimental

As técnicas de fluorescéncia resolvida no tempo usam, basicamente, dois tipos de
arranjos experimentais, sendo conhecidos como fluorimetria por pulso e fluorimetria por modu-
lacao de fase. A primeira delas utiliza um curto pulso de luz de excitagao e registra a resposta
de um pulso de fluorescéncia da amostra. O segundo usa uma luz modulada em frequéncias
variaveis e registra uma resposta harmonica da amostra. Centraremos nossa atencao apenas na

fluorimetria de pulso, que é o arranjo mais popular |1, 4].

A implementacao da fluorescéncia resolvida no tempo com o método de fluorimetria
de pulso, em principio necessitaria fazer uso de um tnico pulso de luz de excitacao, apds o
qual registraria-se temporalmente o sinal de fluorescéncia. Isso significa que a partir de um
tnico ciclo de excitacao-emissao seria possivel obter as medidas. Na préatica, isso nao é possivel
devido a que o decaimento do sinal de fluorescéncia é muito rapido e os detectores possuem um
tempo morto (dead time) apo6s receber um sinal de fluorescéncia, o que impossibilita receber o
proximo sinal se o tempo morto nao for respeitado. Para vencer esses limites, a maioria dos
equipamentos operando com fluorimetria por pulso funcionam baixo o método de contagem de
foton individual tempo correlacionado (time-correlated single-photon counting, TCSPC). Esse
método é baseado no uso de miltiplos ciclos de excitagao-emissao com registros precisos de

fotons individuais [1, 4, 46].

O arranjo experimental do fluorimetro para realizar medidas dos decaimentos de
anisotropia ¢ mostrado na Figura 1.4. Este consiste de uma fonte de luz laser com capacidade
de emitir pulsos de luz a alta frequéncia. Um pulso elétrico é associado ao pulso de luz gerado
com a finalidade de criar uma referéncia para o tempo de inicio da excitacao. O pulso de luz de
excitagao passa por um polarizador que seleciona uma determinada orientagao da luz (no caso a
polarizacao é vertical). A luz de excita¢@o verticalmente polarizada incide sobre a amostra, e o

sinal de fluorescéncia passa por um divisor de feixe, o qual divide a luz em duas polarizacoes (I
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e I,). Os monocromadores de emissao selecionam um determinado comprimento de onda. A
sinal é logo amplificada pelos fotomultiplicadores. A informacao da fluorescéncia, assim como
também os tempos de inicio da excitagao e do registro da fluorescéncia, é interpretado pelo
sistema de deteccao integrada. Os histogramas dos fotons de emissao registrados durante o
tempo do experimento sao usados para graficar o comportamento das intensidades de luz de

polarizagao paralela (/) e perpendicular (/,) em funcao do tempo.

1

Figura 1.4: Diagrama esquemético do fluorimetro usado nas medidas de anisotropia de fluores-
céncia resolvida no tempo. 1) Fonte de luz laser, 2) discriminador, 3) polarizador, 4) amostra,
5) divisor de feixe, 6) monocromador, 7) tubo fotomultiplicador, 8) instrumento de deteccao
integrada, 9) sinal de fluorescéncia, e 10) processamento do sinal de fluorescéncia

Fundamentos e analise de dados

O estudo da anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo tem como objetivo
monitorar a dindmica reorientacional do fluoréforo. Para entender esta técnica, dois conceitos
fundamentais devem ser citados; i) a natureza do campo elétrico da luz e ii) a orientagao dos
momentos de dipolo de absor¢ao e emissao do fluoréforo [47]. A luz polarizada é utilizada como
fonte de excitacao nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia, sendo a orientacao do seu
vetor elétrico o padrao sob a qual as orientacoes das emissoes de fluorescéncia do fluoréforo

serao medidos.

Experimentalmente a anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo é definida
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CcOo1mao:

N (G A0

L)+ 21.(2) (1.3.1)

sendo I|(t) e I, (t) as intensidades de fluorescéncia de polarizagoes paralela e perpendicular a

polarizacao da luz incidente.

A probabilidade do fluordforo ser excitado depende da orientacao relativa do campo
elétrico da luz de excitagao e do seu dipolo de absor¢ao. Quando a orientacao do campo elétrico
¢ paralela ao vetor momento de dipolo de absorgao (6 = 0°), o fluor6foro teré probabilidade
maxima de ser excitado; enquanto que quando a orientagao do campo elétrico é perpendicular
ao dipolo de absorcao (6 = 90°), o fluoréforo tem probabilidade minima de excitagao. Quanti-
tativamente, a probabilidade de excitacao de um fluoréforo pela luz polarizada é proporcional a
cos? 04, sendo 04 o angulo entre o plano de polarizacao da luz incidente e o momento de dipolo
de absorgao (Figura 1.5). Essa preferéncia pela orientagao é conhecida como fotoselegao |1, 4,

47).

Prob. de absorcao
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Figura 1.5: Probabilidade de excitagao do fluoréforo em fungao do angulo entre o vetor de
campo elétrico da luz polarizada incidente e o dipolo de absorcao do fluoréforo.

Suponhamos que temos uma populagao de N moléculas orientadas aleatoriamente
e estas sao excitadas no instante de tempo ¢ = 0, por um curto pulso de luz polarizada. Apo6s
um intervalo de tempo At, os momentos de transi¢ao de emissao, pp, das moléculas excitadas

possuirao uma distribuicao angular caracterizada pelo angulo 6, o qual é definido em relagao ao
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eixo da luz polarizada de excitacao (Figura 1.6A). A relagao entre a anisotropia de fluorescéncia

e essa distribui¢ao angular é descrita pela Equagao 1.3.2 [1, 4].

() = 3cos? Gg(t) -1 (1.3.2)

Algumas informagoes sao possiveis de serem obtidas analisando a equagao acima.
Por exemplo, quando os momentos de transigao de absor¢ao (p,4) e emissao (py) sdo paralelos
(Figura 1.6B), 04 = 0 = 0, portanto cos® 04 = cos? 0 = cos? 6, e considerando que o ni-
mero de moléculas com momentos de transicao orientados entre 6 e 6 + Af antes da excitacao
seja isotropicamente distribuido, ¢ possivel determinar o valor de cos?f como sendo de 3/5.

Substituindo esse valor, do cos? 6, na Equacgao 1.3.2, chegamos num valor de anisotropia de 0,4.

3cos20—-1 2
—2_-04 1.3.3
To 2 5 ) ( )

Esse valor é conhecido como a anisotropia fundamental (r), e representa o valor
tedrico da anisotropia na auséncia de movimento por parte do fluoréforo. Experimentalmente
esse valor é menor, sendo entre 0,32 - 0,39, e é conhecido como anisotropia limite |1, 4]. A razao
dessa diferenga nao é completamente entendida, e a sua causa esta associada a: i) artefatos
instrumentais (i.e. efeitos do alinhamento do polarizador), ii) efeitos dependentes da matriz
(i.e. despolarizagao por luz espalhada), iii) efeitos intramoleculares (i.e. despolarizac¢do asso-
ciada as geometrias dos estados fundamental e excitado) ou iv) efeitos intermoleculares (i.e.

despolarizagao por fenémenos de transferéncia de energia) [48].

Por outro lado, geralmente os momentos de transicdo de absor¢ao (p,) e emissao
(pp) ndo sdo paralelos, sendo estao orientados com um angulo o um respeito do outro (Fi-

gura 1.6C). Nesse caso, é possivel de expressar a anisotropia em funcdo dos angulos 64 e «

(Equagao 1.3.4).

o — 3cos? gE -1 _ 3cos? gA -1 " 3C0522a -1 (13.4)

Como foi mencionado anteriormente, cos?f4 = 3/5, entdo a anisotropia toma a
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seguinte forma.

23cos?2a — 1
TNn=-—"

S (1.3.5)

Assim de acordo com a Equacao 1.3.5, a anisotropia de fluorescéncia assumira valores
entre -0,2 (o = 90°, momentos de transi¢ao perpendiculares) e 0,4 (o = 0, momentos de
transigao paralelos). Valores negativos de anisotropia foram encontrados em algumas moléculas

arométicas, como, por exemplo, o perileno [1].

Quando o fluoréforo ja excitado tem liberdade para rotar, a fluorescéncia emitida
serd parcial ou totalmente despolarizada. A orientagao do fluoréforo foto-selecionado no tempo
t = 0 sera afetada pela sua dindmica reorientacional. Desse modo, analisando a despolarizacao
da fluorescéncia no tempo, é possivel de obter informagoes sobre o movimento molecular e sobre
a fluidez do meio [1, 4, 47]. Assim, teremos fluoréforos com liberdade completa e outros com
movimentagao restrita. Quando o meio é isotropico e o fluoréforo pode ser reorientar no espago,
a anisotropia de fluorescéncia decaira de um valor inicial 7y até um valor final de 0, indicando

orientagoes dos fluoréforos completamente aleatorias.

Por outro lado, quando a dindmica reorientacional do fluoréforo for restrita ou
quando o meio nao é isotropico (por exemplo, como em um solido ou uma membrana, res-
pectivamente), a aleatoriedade das orientagoes do fluoroforo nao serd atingida, observando-se

uma auséncia de decaimento total da anisotropia de fluorescéncia.

A dinamica reorientacional do momento de dipolo de transicao sera caracterizado
pelo angulo w(t), que é o angulo formado pelo momento de transi¢do de emissdo no tempo ¢

(p.(t)) com respeito ao tempo t =0 (p,.(0)) (Figura 1.6D).

Considerando a Equacao 1.3.2 e assumindo que 0s processos que governam os graus
de liberdade de rotacao sao independentes, podemos escrever a despolarizacao total como um

produto da despolarizacao decorrente de cada movimento. Assim podemos expressar a aniso-
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tropia em fungao dos angulos 64(0), a e w(t) (Equagao 1.3.6).

r(t) = 3cos? 0;(75) -1 3cos? 93(0) —1 " 300522oz -1 " 3cos? u;(t) —1 (13.6)

3cos26,4(0)—1 3cos? a—1
O termo 5 X 5

é constante e igual, segundo a Equacao 1.3.4, a ry.
Portanto, substituindo o valor de ry da Equacao 1.3.4 na Equagao 1.3.6 obtemos a seguinte

expressao para a anisotropia:

3cos?w(t) — 1

r(t) = ro 5

(1.3.7)

3cos? w(t)—1

O termo 5

¢ conhecido como a funcao de autocorrelacao das orientagoes

1

.~ .~ . . 21 , e A .
do momento de transicao da emissao. Considerando que a quantidade ?’IT é o polinémio de

Legendre de segunda ordem (P(x)), podemos expressar alternativamente a anisotropia como

49, 50, 51]:

r(t) = 1o (Pe[cosw(t)]) (1.3.8)

sendo () a média sobre todas as moléculas excitadas. Para fluoréforos caracterizados com decai-
mentos do tipo monoexponencial, podemos expressar o polindmio de Legendre da Equacao 1.3.8
em fungao do coeficiente de difusdo rotacional do fluoréforo (D,), usando (P[cosw(t)]) =

exp(6D,t) [1].

Em fun¢do do momento de dipolo de absorgao (p,) e emissao (p.), a Equagao 1.3.8

pode ser reescrita como:

2

"t =

(P2[pta(0) e (t)]) (1.3.9)

Para uma molécula esférica com rotacao livre, o decaimento da anisotropia pode ser
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Figura 1.6: Diagramas das orientagoes dos momentos de dipolo de absor¢ao (,) e emissao

(fe)-

expressado como um decaimento monoexponencial:

r(t) = roe ot (1.3.10)

sendo g o valor da anisotropia medido no instante da fotoselegdo (anisotropia fundamental) e
Trot O tempo caracteristico da rotacao, sendo este tltimo o parametro indicador da velocidade

reorientacional do fluoréforo.

Moléculas complexas, como por exemplo proteinas, apresentam um decaimento de
anisotropia complexo. Esse decaimento é, normalmente, modelado como uma soma de varios

decaimentos exponenciais:

r(t) =ro Y Bie” /o (1.3.11)
=1

sendo 3; as contribui¢oes populacionais do decaimento de anisotropia com tempos de correlacao

Trot,i-
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Capitulo 2

Simulacoes de dinamica molecular

O estudo dos processos (bio)quimicos envolvem uma série de fendmenos moleculares
que devem de ser tratados por meio de métodos baseados na mecanica quantica de nticleos e
elétrons. Diversos métodos, tais como o Hartree-Fock e a teoria do funcional da densidade ja
foram desenvolvidos e sua implementacao encontra-se disponivel em programas computacionais.
Devido ao alto custo computacional destes métodos, sua aplicacao esta geralmente restrita ao
estudo de sistemas relativamente pequenos, envolvendo poucos dtomos (< 10? dtomos). No
entanto, as moléculas de interesse para as areas da biologia molecular e bioquimica, tais como
as proteinas e o DNA, sdo complexas e possuem muitos atomos (> 10% d&tomos). E de ressaltar
que a maioria dessas moléculas realizam suas func¢oes em solugoes ou na presenca de outras
moléculas, de tal forma que uma representacao realista de seu ambiente molecular envolva
um numero de particulas muito maior. Assim, a aplicacao dos métodos baseados nos primeiros
principios resulta invidvel na maior parte dos casos. Para estudar as (bio)moléculas é necessério
simplificar a representacao do sistema. Essa simplificacao se da fazendo com o que os dtomos
sejam entidades pontuais, com massa e carga adequadas, e suas interagoes sao parametrizadas
através de campos de forga classicos. O estudo da evolugao temporal destes sistemas classicos
sao as as simulagoes de dinamica molecular. Nesta tese essas simulacoes serao amplamente
usadas, por isso ha a necessidade de dedicar este capitulo para explicar seus fundamentos. A

maioria dos conceitos apresentados aqui foram baseados nas referéncias de Allen e Tidesley

(1987) [52], e Allen (2004) [53].

2.1 Simulagcoes de dinamica molecular

Simulagoes de dindmica molecular consistem em resolver as equagoes de movimento
de um sistema, e tem por finalidade gerar trajetérias. No caso puramente cléssico, para uma

particula ¢ de massa m;, que esté baixo a influéncia de uma forca f;, a dinAmica molecular tem
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como objetivo resolver a equacao de Newton,

d27?;' o ﬁ(F177727"‘)
dt2 N m;

(2.1.1)

sendo a forga dependente das posigdes (7).

A implementagao das simulagoes de dinAmica molecular seguem uma série de passos.

O quadro seguinte resume esses passos, os quais serao detalhados ao longo deste capitulo.

Passos da simulagao de dinamica molecular \

1. No inicio da simulacao, no tempo t = 0, sao definidas as posi¢oes e
velocidades dos atomos. O passo do tempo (At) também ¢ definido no
inicio da simulacao.

2. Calcular as forgas sobre todos os atomos do sistema.

3. Integrar as equacoes de Newton. Logo, atualizar as posigoes e veloci-
dades dos atomos para o instante de tempo ¢ + At.

4. Repetir os passos 2 ao 4 até alcancar o tempo total desejado .

2.1.1 Condicoes iniciais

Para iniciar uma simulagao de dinamica molecular é necessério definir o conjunto de

posigoes iniciais (7(0),7(0), ...) e velocidades iniciais (¢7(0), 75(0), ...) dos dtomos do sistema.

As posigoes iniciais podem ser geradas a partir da disposi¢cao dos atomos numa rede
regular de pontos ou com programas especializados, como o Packmol [54, 55|. Para o caso
das proteinas, as posic¢oes iniciais dos atomos sao obtidos por meio de experimentos, como a
cristalografia de raios X ou ressonancia magnética nuclear [56, 57|. Essas estruturas encontram-
se depositadas no Protein Data Bank [58]. Quando as estruturas experimentais nao estao
disponiveis, ainda é possivel estimar a disposicao dos a&tomos por meio de ferramentas teoricas

como s@o a determinagao de estruturas por meio de homologia ou por predigoes ab-initio [59].

Com respeito as velocidades iniciais, estas podem ser escolhidas de maneira aleatoria,
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seguindo uma distribui¢do de Maxwell-Boltzmann (Equagao 2.1.2).

m; \'/? 1 m;v?
N _Lmivy, 92.1.2
Plvir) (27rk:BT> eXp[ 2 k;BT] 212

sendo p(v;,;) a probabilidade de um determinado dtomo i de massa m; numa temperatura T

possua uma velocidade v;,.

2.1.2 Potenciais de interacao

O passo seguinte, apo6s definidas as condigoes iniciais, é calcular as forcas sobre cada
atomo do sistema. A forga pode ser obtida mediante a derivacao do potencial de interacao

(Equagao 2.1.3).

o 0 Lo
fi= —ariU(ﬁ,T%m) (2.1.3)

Para isso é necessario especificar o potencial de interagao (U). Esse potencial cos-
tuma ser representado como uma soma de contribuigoes nao-ligantes (UNL1Y) e ligantes (UL1¢)

(Equagao 2.1.4).

U =UNHe L ghic (2.1.4)

A continuacao detalharemos a forma como sao comumente apresentados esses po-

tenciais.

Potenciais nao-ligantes

1. Potencial de Lennard-Jones

Este potencial é caracterizado pela presenga de um termo repulsivo (~ 1/r'?) que

atua a curtas distancias e outro atrativo que possui maior alcance (~ 1/7%). A forma
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deste potencial é:

12 6
04 (¥
Vig =) 4y [(r]> - (r]> ] (2.1.5)
i ) 7]

sendo €;;, 0;; e 1;; a profundidade do potencial, a distancia na qual o potencial é zero e
a distancia entre os atomos i e j, respectivamente. O fator ~ 1/r% pretende representar
as interacoes de van der Waals, enquanto que o fator ~ 1/r'? impede a sobreposicao
dos atomos, e tem uma forma funcional conveniente por ser simplesmente o quadrado do

termo atrativo [60].

Usualmente, é necessario truncar os potenciais de Lennard-Jones nas simulacoes
de dindmica molecular, e a forma como o programa NAMD o implementa é mediante a
introducao de uma funcao que suavemente realize o truncamento a uma distancia cutoff.
O raio de truncamento, o raio no qual a funcao de truncamento comeca a ser aplicado e a
fungao de truncamento sao definidos pelos parametros cutoff, switchdist e switching,

respectivamente [61].
2. Potencial de Coulomb

Para um sistema constituido de N atomos localizados nas posicoes 771,73, ...Tx € que
possuem cargas qi, ¢a, ...qn, 0 potencial de Coulomb (ou eletrostatico) desse sistema é

descrito por:

Vigee = S 14 (2.1.6)

i 471'807’1']‘

sendo g; e g; as cargas parciais dos atomos i e j, r;; a distancia entre os &tomos i e j, e €

a constante de permissividade no véacuo.

O computo deste potencial pode gerar problemas porque decai muito lentamente
com a distancia (~ 1/r). Devido a isso néo é possivel truncar o potencial eletrostatico da
mesma forma como é feito para o de Lennard-Jones. Métodos de baseados nas somas de
Ewald foram desenvolvidos para computar os potenciais de Coulomb (ou outros potenciais

de longo alcance). Basicamente, consiste em dividir o potencial eletrostatico em duas
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contribuicoes: potencial de curto alcance (E°) e potencial de longo alcance (E%). As
contribuigoes de curto alcance sao calculados no espago real, enquanto as de longo alcance
sao calculadas usando transformadas de Fourier [62]. Assim, o potencial total de Coulomb

pode ser expressado como uma soma das suas contribuicoes de curto e longo alcance

(Equagao 2.1.7).

Viee = E° + EX (2.1.7)

Nas nossas simulagoes de dinamica molecular o potencial eletrostatico é calculado
usando o algoritmo Particle Mesh Fwald Sum (PME), o qual estd implementado no

programa NAMD [61].

Finalmente, a expressao do potencial nao-ligante é a soma dos potenciais de Lennard-

Jones e Coulomb para todos os atomos do sistema (Equacao 2.1.8).

12 6
UNHIG = 3" 4e,, [(ZZJ) _ <%> ] +3 _495 (2.1.8)
-~ 5

ij Tij i 471'80’/‘2']‘

VL Velee

Potenciais ligantes

Nas moléculas, as interagoes entre atomos proximos de acordo com a conectividade
covalente, sao descritas por trés contribuicoes principais: Potencial de estiramento, potencial

angular e potencial diedral. A continuacao detalharemos esses potenciais.
1. Potencial de estiramento

O potencial que descreve a ligacao covalente entre dois atomos i e 7 é conhecido como
potencial de estiramento (Figura 2.1A). Este potencial é do tipo harmoénico e possui a

seguinte forma:

1
‘/est = 5 Z k?j(nj — 7’0)2 (219)

ligagdes
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sendo kfj, Tij, € To a constante de for¢a da ligacao, a distancia entre os atomos i e j,

e a distancia de equilibrio da ligagao respectivamente. Os parametros necessarios para

construir este potencial sdo k% e ry. Este potencial descreve bem o comportamento das
ij 0- p P

ligacoes na vizinhanga da posigao de equilibrio.
2. Potencial angular

As configuracoes que adotam trés atomos no espaco podem ser descritos pelo angulo
que estes formam (Figura 2.1B). Assim, para incluir as penalidades angulares, é necessario
de introduzir o potencial angular. Este potencial pode ser descrito também por uma

funcao harmonica:

1
Vang =5 2 (i — 00)” (2.1.10)

angulos

sendo k:fjk, 0ijr. e 0y a constante da forca da deformacgao angular, o angulo formado pelos
atomos i, j k, e o angulo de equilibrio dos atomos i, j k, respectivamente. Os parametros

k:fjk e 0;;, sao definidos para cada grupo de dtomos jk.
3. Potencial diedral

Trés pontos no espago definem um plano. Analogamente trés dtomos também de-
finem um plano. Se considerarmos quatro atomos contiguos e ligados covalentemente
em pares como mostrado na Figura 2.1C, é possivel de criar dois planos formados pelos
atomos ijk e jkl. O potencial dihedral esté relacionado a flexibilidade (torsao) do angulo

formado pelos planos dos atomos ijk e jki.

1
de‘h = — Z k’@[l + cos(nijklgoijkl — 6)] (2111)
dihedros

sendo k., a constante da forga; n;;;, a multiplicidade (a qual indica o nimero de minimos
quando a ligac@o rota 360°). A multiplicidade é um ntimero inteiro positivo. ;jx, € 0

angulo entre os planos formados pelos atomos ijk e jkl; e § é a fase do angulo.

Assim, a expressao do potencial ligante é composta de trés termos principais, os quais



CAPITULO 2. SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR 53

A B C y
r @ ,
=0 @B O/@?@

D E &

Q
L e
0 |7

Figura 2.1: Parametros usados na construgao dos potenciais ligantes. A) Estiramento das
ligagoes, B) deformagao angular, C) deformagao diedral, D) potencial de Urey-Bradley e E)
deformagao de diedros improprios

envolvem o estiramento das ligagoes, a deformagao angular e a rotagao diedral (Equagao 2.1.12).

UM = LS R s Y k800 S K[+ costng - 8)] (2112)

ligagdes angulos dihedros

Vest Vang Vain

Existem ainda outros potenciais ligantes, além dos citados acima, que sao: o poten-
cial de Urey-Bradley e de diedros improprios. O potencial de Urey-Bradley tem por finalidade
descrever a ligagao nao-covalente entre dois atomos separados por duas ligagdes covalentes [63].

Este potencial é harmonico e tem como finalidade restringir o movimento dos atomos (Equa-

¢ao 2.1.13).

VUrenyradley = kUB(“ - U0)2 (2113)

sendo kyp a constante da forca, u a distancia entre os atomos i e j e ug a distancia de equilibrio

(Figura 2.1D)

O potencial de diedros impréprios tem por finalidade manter a planaridade das
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moléculas, e também ¢é descrito por uma fungao harmonica [64] (Equagao 2.1.14).

‘/imprépios - kzmp(gb - ¢0)2 (2114)

sendo k;.,,, a constante da forca, ¢ o angulo entre os planos formados pelos dtomos ijk e jki, e

¢o 0 angulo de equilibrio (Figura 2.1D).

Esses potenciais ligantes e nao-ligantes, descritos acima, estao definidos no campo

de forga CHARMM |65, 66, 67|, o qual é usado neste trabalho.

2.1.3 Integrando as equacdes de movimento

Até o momento temos as condigoes iniciais dos dtomos (definidas pelas suas posi-
¢oes e velocidades) e a forma dos potenciais. Agora é momento de movimentar o sistema, e
para isso serd necessario calcular a equacao diferencial de segunda ordem apresentada ao inicio
deste capitulo (Equagao 2.1.1). Para resolver essa equagao, normalmente sao usadas aproxima-
¢oes e diferencas finitas, sendo as implementacoes mais populares nas simulagoes de dinamica

molecular os algoritmos de Verlet e Verlet-velocidade [53].

O algoritmo de Verlet pode ser derivado usando expansoes de Taylor da funcao
posicao. Assim, expandindo essa func¢ao no tempo t + At em funcao do instante de tempo t e

mostrando apenas até a quarta ordem da expansao temos:

. 27 37
dm(t)At N 1d Tl(t)AtQ 1. d°ri(t)

rilt + At =71t + =5 21 di? 31 s

AP+ O(AtY (2.1.15)

Analogamente, podemos expandir a fungao posicao no instante de tempo anterior,

t — At, em funcao da posicao atual, t.

- 27 35
_dri(t) Af 4+ 1 d*ri(t) A2 1dri(t)

rit — At) =7i(?) dt ol d2 BRI

At? + O(AtY) (2.1.16)
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Observando as Equacoes 2.1.15 e 2.1.16 é possivel notar uma reciprocidade nos
termos que contém derivadas de ordem impar. Assim, se somarmos essas equacoes € possivel
eliminar essas derivadas e obter uma expressao simplificada da funcao posicao. O algoritmo de

Verlet nasce da soma das Equagoes 2.1.15 e 2.1.16 (Equagao 2.1.17).

d*7i(t)
dt?

Fi(t + At) = 275(t) — 7 (t — At) + At? + O(AtY) (2.1.17)

Segundo a Equagao 2.1.17 é possivel de calcular as posigdes com uma precisao da

ordem de At3, desprezando os termos de ordem maior que At.

% = —f(TT(Lt)) e desprezando os termos de quarta (ou maiores)

Sabendo que
ordem, temos o algoritmo de Verlet (Equagao 2.1.18).

O algoritmo Verlet

Fi(t + At) = 275(t) — 7 (t — At) + MAtQ (2.1.18)

m;

Se analizarmos a Equacao 2.1.18 no instante de tempo ¢t = 0, podemos observar
que o algoritmo de Verlet apresenta um problema, pois o instante de tempo anterior ao t = 0
nao é definido. Para evitar esse problema durante a inicializacao das simulac¢oes de dinamica
molecular (¢ = 0) & necesséario usar uma aproximagao dadas as condigoes iniciais 7;(0) e ;(0)
[60]. Para isso vamos a substituir ¢ = 0 na Equagao 2.1.15 e truncar a expressao até a derivada

de segunda ordem. Assim teremos que a posi¢ao no tempo t = At é:

d(0) 1 &27(0)
At s &
a ST ae

7i(At) ~ 27(0) + At? (2.1.19)

—

Com as posigoes 7;(At) é possivel computar as forgas f(r;(At)). Apos isso o calculo

pode ser feito iterativamente usando a Equacao 2.1.18.
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Implementagao do algoritmo de Verlet N

1. Definidos as condigoes iniciais, 7;(0), 0;(0) e @;(0), calculamos o 7;(At):

. |
7 (AL) ~ 27(0) + dri0) 5, 14°7i(0)

2
dt 2 dt? At

2. Calcular as novas forgas, e assim @;(At).

G(AY) =~ VVi(H (A1)

3. Calcular as novas posicoes iterativamente usando o algoritmo de Verlet.

it AY) = 273(8) — 7t — A1) + LT g2

m;

Alternativamente, outra metodologia de integracao consegue computar simultanea-
mente as posicoes e velocidades. Esta metodologia é uma sofisticacao da anterior e é conhecida

como algoritmo Verlet-velocidade [53].

Como vimos anteriormente, a funcao 7;(t + At) pode ser expandida em funcao de

7(t) (Equagao 2.1.15). A expansao considerando as derivadas de segunda ordem é:

ait) ,, 1)

At? (2.1.20)

sendo v(t) = dr;(t)/dt e a(t) = d*7;(t)/dt?, podemos reescrever a Equagao 2.1.20 como:

Ti(t + At) = 7i(t) + v(t) At + Ql!a(t)AtQ (2.1.21)

Por outro lado, a fungao velocidade v(t + At) também pode ser aproximada por

meio da expansao de Taylor de segunda ordem (Equagao 2.1.22).

dv;(t) A+ 1 dwi(t)

2
b o g A (2.1.22)

Uit + At) = v;(t) +
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O termo d*w;(t)/dt* pode ser expressado em fungao de derivadas de ordem inferior.

dvi(t + At)  du(t) N d*v;(t)
dt Cdt dt?

At + OAP (2.1.23)

Isolando o termo d?@;(t) /dt* da Equagdo 2.1.23, e substituindo este na Equagao 2.1.22

temos:

Ldii(t+ At L 1dBi()

At (2.1.24)

Assim, as posicoes e velocidades podem ser computadas simultaneamenete no algo-
ritmo Verlet-velocidade.
Substituindo os termos d*7;/dt* e dv;/dt por f(n(t))/ml na Equacao 2.1.20, e o

termo duv;(t o At)/dt por f(r;(t + At))/m; na Equagao 2.1.24 obtemos as equagoes basicas do
algoritmo Verlet-velocidade (Equagao 2.1.25 e 2.1.26)

O algoritmo Verlet-velocidade \
7t + At) = 7i(t) + Ti(t) At + MA# (2.1.25)
my;
Ui(t + At) = U;(t) + EMN + EMM (2.1.26)
2 m; 2 m,;

No seguinte quadro mostra-se a implementacao do algoritmo Verlet-velocidade.
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Implementacao do algoritmo de Verlet-velocidade

1. Definir as condigoes iniciais das posigoes (75(0)), velocidades (7;(0)) e
aceleragoes (a@;(0)) (passo 1 da Figura 2.2).

2. Calcular as novas posi¢oes no tempo t + At (passo 2 da Figura 2.2).

3. Calcular as velocidades num intervalo de tempo intermediario (passo

3 da Figura 2.2).
— — 1—;

4. Com as posi¢oes obtidas no tempo t + At é possivel de calcular as

forgas e, portanto, as aceleragoes (passo 4 da Figura 2.2).

1

5. Calcular as velocidades no tempo ¢ + At (passo 5 da Figura 2.2).
1
Ui(t + At) = v;(t + At/2) + Eﬁi(t + At)At

6. Repetir iterativamente os passos 2 ao 5.
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Figura 2.2: Representacao esquematica do funcionamento do algoritmo Verlet-velocidade.

2.2 Simulacoes ABF

Por meio das simulagoes de dinamica molecular convencionais é possivel de explorar
diversas conformagoes das proteinas. No entanto, muitas vezes, as conformacoes exploradas se
restringem a uma determinada parte da superficie de energia potencial, devido a presenca de

barreiras energéticas, sendo assim a amostragem ineficiente.

Imaginemos que temos uma proteina, para a qual desejamos investigar a superficie de
energia potencial. Essa superficie estd composta de dois minimos locais de energia (Figura 2.3).
A regiao do minimo I representa a estrutura cristalografica da proteina, enquanto o minimo II
¢ uma conformacao alternativa. Normalmente as simulacoes convencionais tomam a estrutura
cristalografica como ponto de partida, assim regioes proximas ao minimo I poderao ser bem
amostradas. Inclusive a rugosidade do minimo I sera revelada devido a que as flutuagoes
térmicas do sistema o permitirao. Essas flutuagoes serao ineficientes para vencer a barreira
energética e amostrar o minimo II. Por outro lado, se as simulagoes comecarem com uma
conformacao da proteina representativa do minimo II, pode acontecer da proteina transitar
para o minimo I rapidamente, limitando a amostragem das vizinhangas de II. Isso seria uma

séria dificuldade se estivéssemos interessados em amostrar dnicamente o minimo I1.

Uma forma de conseguir amostrar as regioes “dificeis” da superficie de energia po-
tencial é mediante a introdugao de forgas que guiem a amostragem de novas configuragoes |68,
69]. Segundo o formalismo das simulagoes ABF (Adaptive Biasing Force), as forgas introduzi-
das correspondem & for¢a média calculada num intervalo da coordenada de reacao. Essa forga
é adicionada ao potencial, fazendo com que a superficie de energia potencial seja aplanada e

assim novas regioes sejam amostradas com apenas as flutuagoes térmicas [70].
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Figura 2.3: Representacao esquematica da superficie de energia potencial de uma proteina.
Dois minimos locais sao mostrados. Uma ampliagao do minimo I revela alguns detalhes da
superficie de energia potencial.

Para implementar as simulagoes ABF é necessario definir uma coordenada de reagao
(€), a qual é discretizada em M porgoes (6§). A for¢a média na diregdo da coordenada de
reagao na porcao k depois de Np.ss0s passos de simulacao de dinamica molecular seré estimada

simplesmente como a média simples das forgas amostradas (Equagao 2.2.1).

N}’fﬂ.ssos
T k
Fe(Npassos; k) Nk Z Fy (2.2.1)
passos
sendo N]’fassos o nimero de amostras acumuladas na porcao k depois de Npqs505 Passos e I [j a
forca instantanea registrada na porgao k. O valor de N, .., nao pode ser muito baixo devido a

que pode causar falhas na estimativa da for¢a média [70]. Considerando que o valor de N]}fassos
é o suficiente, a for¢a F¢(Nyussos, k) poderd ser computada satisfatoriamente para cada porgao

k.

Essa forca média é a que impede amostrar corretamente a superficie de energia
potencial. Portanto, se removemos essa for¢a do sistema, as barreiras energéticas que impedem
a amostragem correta da superficie de energia potencial serao vencidas. As simulagoes ABF

tem como objetivo introduzir forgas externas opostas a forca que atua sobre a coordenada &,



CAPITULO 2. SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR 61

possibilitando que as flutuagoes térmicas explorem as regioes que antes eram proibidas [71].

A partir dessas forgas é possivel de computar a diferenca de energia livre entre os

estados iniciais e finais (Equagao 2.2.2).

M
AAe = = Fe(Npassos: k)¢ (2.2.2)
i=1
O método ABF esta implementado no programa NAMD, sendo os parametros mais
importantes os seguintes [72]:

e fullSamples: Determina o nimero amostras que sao registradas na porgao k (szassos)

antes da aplicagao da for¢a F¢(Npassos, k).
e width: Determina o tamanho de cada por¢ao da coordenada de reagao (6¢).
e lowerboundary: Define o limite inferior da coordenada de reagao.
e upperboundary: Define o limite superior da coordenada de reacao.

e lowerwallconstant: E o valor da constante de forca (Kcal/mol/A?) de um potencial

semi-harmonico aplicado para garantir o limite inferior da coordenada de reagao.

e upperwallconstant: E o valor da constante de forca (Kcal/mol/A?) de um potencial

semi-harmonico para garantir o limite superior da coordenada de reagao.

No presente trabalho usa-se o método ABF, nao para calcular as energias livres
senao, com a finalidade de amostrar preferencialmente uma conformacao alternativa da enzima
subtilisina Carlsberg. Tecnicamente, nossas simula¢goes ABF nunca aplicam forga ao sistema
devido a que definimos o parametro fullSamples como sendo muito maior ao ntimero total de

amostras da simulagao.
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Capitulo 3

Objetivos

Os objetivos desta tese de doutorado sao:

e Desenvolver métodos classicos paramétricos com capacidade de predizer os
comprimentos de onda de emissao do triptofano em proteinas. Nesse sentido
foram desenvolvidos os modelos baseados na area acessivel ao solvente e os baseados nas

interacoes eletrostaticas.

e Avaliar a robustez dos modelos classicos paramétricos desenvolvidos. A anélise
feita garante que os modelos desenvolvidos nesta tese nao sao dependentes dos dados de

treinamento usados para a construcao dos modelos, portanto sao robustos.

e Reproduzir por meio de simulagoes de dindAmica molecular os experimentos
de anisotropia de fluorescéncia resolvido no tempo do Trpl113 da subtilisina
Carlsberg. Os calculos realizados demonstraram que existe uma conformacao preferen-
cial da enzima usada nos experimentos. A amostragem correta das estruturas da enzima
garante uma consisténcia entre as dindmicas de reorientacao obtidas pelo experimento e

pelas simulagoes.
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Capitulo 4

Modelos paramétricos baseados
na area acessivel ao solvente para
computar os comprimentos de onda

de emissao do triptofano

Neste capitulo serao desenvolvidos modelos classicos parametrizados baseados na
area acessivel ao solvente do indol com capacidade preditiva dos comprimentos de onda de
emissao do triptofano em proteinas. Os modelos serao construidos considerando um grupo
de 19 proteinas. Todas estas proteinas contém apenas um tunico residuo de triptofano e seus
comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia foram ja determinados experimentalmente.
Observaremos que estes modelos possuem uma boa capacidade preditiva para comprimentos de

onda maiores de 314 nm.

4.1 Area acessivel ao solvente

O grupo indol do triptofano tem natureza aromatica e hidrofébica. Assim, é de
se esperar que seja encontrado parcialmente ou totalmente inserido no interior dos bolsos hi-
drofébicos das proteinas. Experimentos de enovelamento e desenovelamento de proteinas tém
aproveitado amplamente essa propriedade do indol. Usualmente agentes desnaturantes, tais

como ureia ou guanidina, sao empregados e as mudancas estruturais da proteina sao seguidas
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por meio das variacoes na fluorescéncia do triptofano.

Para exemplificar como a fluorescéncia do triptofano é usada, descreveremos breve-
mente o resultado dos experimentos de desenovelamento da proteina aporepressora do trp de
E.coli, a qual contém dois triptofanos na sua estrutura: Trpl9 e Trp99 (Figura 4.1) [7]. O
residuo Trp19 localiza-se no interior de um bolso hidrofébico e esta praticamente inacessivel ao

solvente. Por outro lado, o residuo Trp99 encontra-se parcialmente acessivel ao solvente.

Figura 4.1: Estrutura da proteina apo-repressora do trp de FE.coli. Os triptofanos Trpl9 (em
azul) e Trp99 (em vermelho) sao destacados.

Estudar mediante fluorescéncia proteinas com mais de um triptofano é um desafio,
devido a que a presenca de multiples fluoréforos dificulta a interpretagao dos espectros. Gracas
ao avanco das técnicas de biologia molecular, agora é possivel de realizar mutagoes em residuos
especificos. Assim o estudo das mudangas conformacionais de cada triptofano (ou regiao vizinha

ao triptofano) durante o processo de desenovelamento sdo possiveis.

Para o caso da proteina apo-repressora do trp de F.coli duas mutagoes foram desen-
volvidas [7]. A primeira delas, conhecida como W99F, consiste numa substituigao do Trp99 por
uma fenilalanina. Esta mutagao permitiu investigar exclusivamente a fluorescéncia do Trp19. A
outra mutacao chamada de W19F, também uma substitui¢cao por fenilalanina, permitiu estudar

a dinamica do Trp99.

Os espectros de fluorescéncia das formas nativas das proteinas W99F e W19F estao
mostrados na Figura 4.2A e B, respectivamente. O valor méximo do espectro é normalmente

chamado de comprimento de onda de emissao de fluorescéncia (Aep,). Os Aep, dos Trpl9 e Trp99
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na estrutura nativa da proteina apo-repressora do trp de FE.coli sao de ~320 nm e ~340 nm,
respectivamente. Esses resultados indicam que o triptofano com menor exposi¢ao ao solvente

possui menor A.,,, € viceversa.
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Figura 4.2: Dependéncia dos espectros de fluorescéncia dos triptofanos da proteina apo-
repressora do trp de E.coli com respeito as condigoes desnaturantes do solvente. A) Apo-
represor WI99F, e B) Apo-represor W19F . O desnaturante usado é ureia e as concentragoes sao
as seguintes: O M (—), 3 M (---), 5 M (), e 9 M (- -). Adaptado de Royer et al. (1993) [7].

Os espectros de fluorescéncia das proteinas W99F e W19F na presenca de concentra-
¢oes crescentes de agente desnaturante estao mostrados na Figura 4.2A e B, respectivamente.

Duas mudangas sao observadas nos espectros devido a presenca de agente desnaturante:

A primeira delas é a variagdo na intensidade dos espectros. A intensidade de flu-
orescéncia esté relacionada ao rendimento quantico do fluoréforo [1, 13]. As mutantes WI9F
e WI19F ao desnaturar, exibem um comportamento distinto na sua intensidade de fluorescén-
cia. Assim, nas condi¢oes desnaturantes as mutantes WI9F e W19F apresentam diminuicao e
aumento da intensidade de fluorescéncia, respectivamente. Apesar das bases moleculares que
guiam esse comportamento especifico para essas mutantes nao sao conhecidas, é possivel dizer
que eventos que estabilizam ou desestabilizam a transferéncia de elétrons do grupo indol para
um aceptor (que podem ser, por exemplo, grupos amina) estejam envolvidos [15]. Observa-
mos que o comportamento da intensidade do triptofano, e portanto do rendimento quantico, é

complexa e encontrar algum padrao parece nao ser uma tarefa trivial.

A segunda mudanca no espectro de fluorescéncia esta relacionada ao comprimento
de onda da intensidade méxima, ou seja ao comprimento de onda de emissao (Aep). Os mu-
tantes ao desnaturar, exibem um aumento dos ., (Figura 4.2A e B). Os mutantes W99F e

W19F nas suas formas completamente desnaturadas apresentam A, de ~355 nm e ~351 nm,
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respectivamente. O fendémeno que determina o ., é produto de uma estabilizacao da transfe-
réncia de densidade eletronica do anel pirrélico para o benzénico do indol, sendo assim também
de natureza quéantica |73, 74]. Apesar disso é possivel de dizer que a simples exposi¢ao do

triptofano ao solvente favorece maiores A.,, e vice-versa.

A variacgao do A, que acabamos de observar nos experimentos de desenovelamento
da proteina apo-repressora do trp de F.coli é também encontrada em outras proteinas. A partir
dessa informacao, poderiamos pensar que o desenovelamento das proteinas expoe o triptofano,
ou em outras palavras o faz mais acessivel ao solvente, e que essa maior acessibilidade esta
correlacionada ao aumento no comprimento de onda. Essa ideia sera a base para desenvolver
os modelos parametrizados baseados na area acessivel ao solvente, os quais serao apresentados

neste Capitulo.

4.2 Metodologia

4.2.1 Simulacoes de dinamica molecular

As estruturas cristalograficas das proteinas presentes na Tabela 4.1 foram obtidas
da base de dados do PDB [58]. As &aguas cristalograficas das proteinas foram mantidas. As
configuragoes iniciais, contendo a proteina, agua, e fons de sédio e cloro foram construidas com
ajuda do software Packmol [54, 55]. As proteinas foram solvatadas com uma camada de 15
A de agua e fons de so6dio e cloro foram adicionados aos sistemas para deixa-los neutros, sendo
a concentragao de 0.16 M. Essa necessidade de deixar aos sistemas neutrais radica em que é
fundamental para as somas de Ewald convergirem. O modelo de agua usado foi o TIP3P [75].
A proteina, dgua e fons foram simulados usando o campo de forca CHARMM?22 [65, 66, 67].
Condigoes periddicas de contorno foram usadas nas simulagoes. Os sistemas foram equilibrados

usando os seguintes passos:

e 1000 passos de minimizagao usando o método de gradientes conjugados, seguidos de uma

simulagao dinamica molecular de 200 ps com todos os atomos da proteina fixos;

e 500 passos de minimizacao usando o método de gradientes conjugados, seguidos de uma

simulacao dindmica molecular de 200 ps considerando os atomos Ca da proteina fixos; e
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e 2 ns de uma simulacao dinamica molecular sem nenhuma restricao.

As estruturas finais da tltima simulagao foram consideradas configuragoes de inicio
das simulacoes de dinamica molecular de producao, a partir das quais as analises foram feitas.
Todas as simulacoes foram executadas nas seguintes condigoes: ensemble NPT a 1 atm de
pressao e 298.15 K de temperatura, com passos de tempo de 2 fs. O controle de temperatura foi
mantido pela dindmica de Langevin usando os seguintes parametros: temperatura de Langevin
de 298.15 K e coeficiente de friccao de 10/ps. As pressoes das simulagoes foram controladas
com o método de Nosé-Hoover, sendo os parametros: tempo de oscilacao do barostato de
200 fs, taxa de decaimento de 100 fs e temperatura de Langevin de 298.15 K. O algoritmo de
Verlet-velocidade foi empleado com passos de tempo de 2 fs. Restrigoes implementadas pelo
algoritmo SHAKE foram aplicadas a todos os atomos contendo hidrogénios. As forcas nao-
ligantes e ligantes foram calculadas cada 1 e 2 passos de tempo, respectivamente. As interagoes
eletrostaticas foram calculadas com o método de Particle Mesh Fwald Sum (PME), sendo o
raio de trucamento de 12 A. As configuracoes foram salvas a cada 1 ps. O tempo de producéo
de todas as simulacoes foi de 20 ns. O software usado para todas as simulacoes de dinamica

molecular foi o NAMD |[76].

Os RMSDs (Root mean square deviation) foram calculados para a etapa de pro-
ducao das simulagoes, usando a estrutura inicial minimizada como a estrutura de referéncia.
O programa utilizado para realizar esses célculos foi o VMDI77]. A média dos RMSDs para
todas as proteinas, com excecao da Mioglobina e Glucagon, foram entre ~ 1-2 A. Essas duas
proteinas em particular, apresentaram os maiores valores de médios do RMSD, sendo de ~
4 A(Figura A.1e A.2). Os calculos do RMSD indicam que ndo houve uma mudanca estrutural

significativa para nossas proteinas durante as simulagoes.

4.2.2 Calculo da area acessivel ao solvente

A area acessivel ao solvente do grupo indol do triptofano nas proteinas foi calculado
usando o método de Shrake-Rupley [78], o qual estd implementado no programa VMD [77].
Nessa metodologia, cada atomo da proteina é considerado como uma esfera cujo raio é definido

pelo seu raio de van der Waals [79]. O solvente, agua, é considerada como uma esfera de raio
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igual a 1.4 A[79]. A lista de atomos vizinhos j ao atomo i do indol é obtido se d(C;C;) <
r; +1; 4 2r, sendo d(C;C;) a distancia entre os centros dos dtomos i e j, e 75, 7; € 1 0s raios dos
atomo 4, j e do solvente. Em cada atomo do indol é gerado e distribuido de maneira uniforme
N pontos (valor padrao ¢ N = 500). Cada ponto ¢é avaliado com a finalidade de conhecer se dito
ponto esta dentro de outra esfera vizinha. Se o ponto esta dentro de outra esfera, entao o ponto
representara um lugar nao acessivel ao solvente. Caso contrario, seré considerado acessivel ao
solvente. Assim a area acessivel ao solvente do atomo i do indol pode ser calculada como a
relacao entre o numero de pontos P nao localizados dentro de uma outra esfera vizinha e o

nimero N de pontos totais,

SASA; = 4nr? x (;) (4.2.1)

sendo r; o raio de van der Waals do atomo ¢ do indol.

A 4rea acessivel ao solvente do indol sera calculada como a soma das areas acessiveis

de cada atomo i,

SAS Ajpaor = S SAS A (4.2.2)

=1
4.3 Resultados e discussoes

4.3.1 Relacao entre o comprimento de onda de emissao e a area

acessivel ao solvente do triptofano

Na Secao 4.1 observou-se que € razoavel pensar que existam correlacoes quantitativas
entre o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia (\.,,) e a area acessivel ao solvente
(SASA) do triptofano em proteinas. Para ilustrar essa ideia, a drea acessivel ao solvente do
indol de trés proteinas, as quais possuem um s6 residuo de triptofano, foram calculadas. As
proteinas escolhidas foram a Parvalbumina [6], Nuclease de estafilococo [5], e Glucagon [27].
Essas proteinas sao representativas da diversidade de \.,,, devido a que possuem valores baixo

(Parvalbumina, A.,, = 316 nm [6]), intermediario (Nuclease de estafilococo, e, = 334 nm [5]),
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e alto (Glucagon, A.,, = 352 nm [27]) de A.,, do triptofano. Assim, ¢ de esperar-se que quanto

maior seja a area acessivel ao solvente do indol, maior seré o Ay,.

Na Figura 4.3 é mostrada a evolucao temporal da area acessivel ao solvente do grupo
indol do triptofano para as trés proteinas. Observa-se que a SASA do indol da Parvalbumina
¢ a menor de todas, sendo de ~6 A2. A SASA do indol da Nuclease de estafilococo ¢ de
~50 A2, enquanto que a SASA do indol do Glucagon é maior das trés, sendo aproximadamente
de 150 A2. Observamos que existe claramente uma correspondéncia entre o e e a SASA do

indol dessas trés proteinas.
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Figura 4.3: Evolugao temporal da SASA do indol na Parvalbumina (azul), Nuclease de estafi-

lococo (verde) e Glucagon (vermelho). O aumento da area acessivel ao solvente esté associado
ao incremento no comprimento de onda de emissao de fluorescéncia.

Com a finalidade de estender nossa ideia, calculos similares foram realizados para
um grupo de proteinas que cumprem as seguintes condigoes:
e A estrutura cristalogréafica esta disponivel.
e Possuem um s6 residuo de triptofano.
e Os )., estao disponiveis na literatura.

Baseado nas condigoes anteriores, um grupo de 19 proteinas foi selecionado (Ta-
bela 4.1). Os A, experimentais minimo e maximo desse grupo de proteinas selecionadas foram

de 308 e 352 nm, respectivamente, sendo assim representativos dos A.,, encontrados na natureza.
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As SASAs do indol das 19 proteinas foram calculadas para cada estrutura amostrada
nas simulagoes de dindmica molecular, e os valores médios foram computados (Tabela 4.1). A
Azurina, a proteina com menor \.,,, apresentou o menor valor para a SASA do indol, de 0,45

A2, Por outro lado, a proteina com maior A, o Glucagon, apresentou a maior SASA, de 154

A2,

A correlacao entre o A, experimental e a SASA do indol para as 19 proteinas é mos-
trada na Figura 4.4, sendo o coeficiente de correlacao de R? = 0,64. As proteinas que parecem
escapar dessa relagao linear sdo as que possuem baixos valores de A, (Azurina, Parvalbumina
e Mioglobina). O coeficiente de correlagao aumenta para R? = 0,71, se desconsiderarmos essas
proteinas. Portanto, a exposi¢ao ao solvente do indol esté correlacionada ao comprimento de

onda de emissao nas proteinas, e modelos baseados nessas correlagoes podem ser desenvolvidos.

360
‘S 350~ iy
c o0 ®
— 340 oo
o ® o
_ [ }
X 330 2o ®
£ 320 .
(0] [ )
< 310- .

10050 0 50100 150 200
(SASA 401 (A?)

Figura 4.4: Correlacao entre o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia do tripto-
fano experimental (\.;,) e o valor médio da SASA do indol em 19 proteinas. As proteinas
correspondem aos da Tabela 4.1. A linha cinza mostra a tendéncia dos dados.

4.3.2 Construcao dos modelos

Na subsecao anterior descrevemos a existéncia de uma correlagao linear entre a SASA
do indol e 0 A, do Trp em proteinas. Assim é de se esperar que modelos baseados na SASA
do indol possam ter capacidade preditiva dos A.,, do triptofano. Nesta subsecao usaremos essa

correlagdo para construir os modelos baseados na SASA do indol.

O primeiro modelo (Modelo 1) que construiremos considera a existéncia de uma
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relagao linear entre o A, experimental e o valor médio da SASA do indol (Equagao 4.3.1).

/\em = A() + Al X <SASAmd> (431)

Este primeiro modelo possui apenas dois parametros. O primeiro parametro, Ag, € o
valor minimo do \.,, que o modelo consegue predizer. O segundo parametro, A;, é o fator que
relaciona a SASA do indol ao \.,,. Usando os valores médios das SASAs do indol calculados
para as 19 proteinas, da Tabela 4.1, o modelo foi construido. Os valores dos parametros deste
modelo estao mostrados na Tabela 4.3. O valor de Ay é de 324 nm, o que significa que proteinas
que possuem )., menores a este valor serao sobrestimados. Das proteinas que usamos para
construir o modelo, s6 trés possuem M\, experimentais menores que 324 nm, sendo estas a
Azurina (A, = 308 nm), Parvalbumina (A, = 316 nm), e a Mioglobina (A.;,, = 321 nm). O
Aem predito com este modelo é sobre-estimado em 16, 9 e 7 nm para a Azurina, Parvalbumina

e Mioglobina, respectivamente.

A Figura 4.5A mostra a correlagao e o ajuste linear entre os A.,, preditos, usando
o Modelo 1, versus os A, experimentais. O Modelo 1 tem uma capacidade preditiva dos A.,,
com um desvio padrao de 6,80 nm e um coeficiente de correlacao de R? — 0,64. O coeficiente de
correlacao aumenta para R? = 0,71 se desconsiderarmos as proteinas Azurina, Parvalbumina e

a Mioglobina.

O grupo indol consiste num anel benzénico fundido a um anel pirrélico (Figura 4.6).
Os atomos que pertencem unicamente ao anel benzénico sao os carbonos de numeracao 4, 5,
6 e 7; além dos hidrogénios ligados a estes. Os atomos que fazem parte unicamente do anel
pirrdlico sao o nitrogénio e os carbonos de numeracao 2 e 3, e os respectivos hidrogénios. Os
atomos de carbono de numeracao 8 e 9 do indol estao compartilhados pelo anel benzénico e

pirrdlico.

Assim, para dividir as contribui¢oes da SASA do indol nas suas componentes ben-
zénicas e pirrolicas é necessario definir os atomos que farao parte de cada componente. Assim

definiremos as seguintes nomenclaturas:

e Benzeno incompleto: Formado pelos dtomos de carbono de numeracao 4, 5, 6 e 7 e seus

hidrogénios.
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Figura 4.5: Comprimento de onda de emissao de fluorescéncia experimental (ASP) versus o
calculado (A\¢¢) usando os modelos baseados na 4rea acessivel ao solvente. A) Modelo 1:
Baseado na (SASA) do grupo indol do triptofano. B) Modelo 2: Baseado na decomposi¢ao
da (SASA) dos grupos benzeno incompleto e pirrol completo do indol. C) Modelo 3: Baseado
na decomposigao da (SASA) dos grupos benzeno completo e pirrol incompleto do indol. D)

Modelo 4: Baseado na decomposigao da (SASA) dos grupos benzeno completo e pirrol completo
do indol.

Figura 4.6: Representagao esquemética do indol. Os atomos de carbono e nitrogenio estao
numerados para identificar os atomos que farao parte do anel benzénico e pirrélico durante os
calculos da SASA ou interagoes eletrostaticas.
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e Benzeno completo: Formado pelos d&tomos de carbono de numeracao 4, 5, 6, 7, 8 e 9 e

seus hidrogénios.
e Pirrol incompleto: Formado pelos atomos de numeracao 1, 2 e 3 e seus hidrogénios.
e Pirrol completo: Formado pelos &tomos de numeracao 1, 2, 3, 8 e 9 e seus hidrogénios.

Com base nessas definigoes ¢ possivel de dividir a SASA do indol em seus com-
ponentes benzénico e pirrdlico. Assim, baseados nas contribuigoes da SASA do indol serao

construidos os seguintes modelos alternativos.
e Baseado na SASA do benzeno incompleto e do pirrol completo.
e Baseado na SASA do benzeno completo e do pirrol incompleto.
e Baseado na SASA do benzeno completo e do pirrol completo.

O Modelo 2, o qual é baseado na SASA do benzeno incompleto e do pirrol completo,

possui trés parametros (Equagao 4.3.2).

/\em = Bo + B1 X <SASAben’7;> + BQ X <SASApyT7C> (432)

sendo By o comprimento de onda minimo que o modelo consegue predizer e By e By sao os
fatores que associam a SASA do benzeno incompleto (SAS Apen ;i) € pirrol completo (SAS A, )
a0 e, respectivamente. Os valores da SASA do benzeno incompleto e do pirrol completo para
o grupo de 19 proteinas foram calculados e os seus valores médios estao reportados na Tabela 4.1.
Os parametros do Modelo 2 foram otimizados com esse grupo de dados e seus valores estao na
Tabela 4.3. O parametro By é de 324 nm, o qual indica que proteinas com baixos valores de
SASA ainda terao seus )., sobrestimados. Este modelo possui uma capacidade preditiva com
um desvio padrao de 6,58 nm com respeito ao \.,, experimental e um coeficiente de correlagao
R? = 0,66. Os valores dos )., preditos com o Modelo 2 estdo mostrados na Tabela 4.2. O maior
e o menor desvios com respeito aos dados experimentais correspondem as proteinas Azurina
(~17 nm) e T4-lisozima W126Y W138Y (~-0,02 nm), respectivamente. A correlagao e o ajuste

linear dos A.,, preditos com o Modelo 2 versus os ., experimentais estao na Figura 4.5B.

O terceiro modelo que iremos a construir, o Modelo 3, sera baseado nas contribuigoes
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da SASA do benzeno completo e pirrol incompleto (Equagao 4.3.3).

>\em = CO + 01 X <SASAb€mC> + 02 X <SASApyr7i> (433)

sendo Cy o valor minimo de \.,, que o modelo consegue predizer, e C; e Cy sao os fatores que
associam o SASA do benzeno completo (SASAp., ) e pirrol incompleto (SASA,,. ;) ao A,
respectivamente. Os valores dos SASApe,. € SASA,,, ; foram calculados para cada estrutura
amostrada nas simulagoes das 19 proteinas, e seus valores médios foram computados e estao
na Tabela 4.1. Os parametros foram otimizados com esse grupo de dados e estao mostrados na
Tabela 4.3. Este modelo, igual que os anteriores, tende a sobrestimar os \.,, das proteinas com
triptofanos totalmente enterrados no bolsao hidrofébico. A capacidade preditiva deste modelo
tem uma performance com um desvio padrao de 6,56 nm com respeito aos dados experimentais.
O coeficiente de correlacao do modelo ¢ de R? = 0,66. A predicdo do A, da proteina Azurina
¢ a apresenta o maior desvio com respeito aos dados experimentais (~17 nm), enquanto a
proteina da a-Cobratoxina representa a melhor predigao do Modelo 3 (~-0,2 nm). Os valores
dos A, preditos com o Modelo 3 e o grafico das predigoes versus os dados experimentais estao

na Tabela 4.2 e na Figura 4.5C, respectivamente.

O 1ultimo modelo baseado na SASA que construiremos, Modelo 4, considerara os

grupos benzeno e pirrol do indol como entidades separadas, ou seja, ambos serao completos

(Equagao 4.3.4).

/\em = D() + Dy x <SASAben’C> + Dy x <SASApyr,c> (434)

sendo Dy o valor minimo de \.,, que o modelo consegue predizer, e D; e Dy sao os fatores
que associam a SASA do benzeno completo (SASApen ) € pirrol completo (SASA,,,. ) a0 Ay,
respectivamente. Os valores médios da SASApep, . € SASA,,, . estao mostrados na Tabela 4.1.
Este modelo contém trés parametros (Dy, D; e Dy) e seus valores foram otimizados com os
dados da SASA das 19 proteinas da Tabela 4.1. A capacidade preditiva deste modelo possui um
desvio padrao de 6,55 nm e um coeficiente de correlacao de R? = 0,67. O grafico das predicoes

dos M., com o Modelo 4 versus os \.,, experimentais para as 19 proteinas usadas na construcao
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do modelo estao mostradas na Figura 4.5D. Nessa figura é possivel ver a tendéncia comum dos
modelos baseados na SASA, a de sobrestimar os A.,, de proteinas com triptofanos com baixa

acessibilidade ao solvente. Os valores das predi¢oes dos A.,, do Modelo 4 estao na Tabela 4.2.



Tabela 4.1: Proteinas usadas, ntimeros de acesso das estruturas (PDB id.), comprimentos de ondas de emissao experimentais (A7),
e areas acessiveis ao solvente calculadas a partir das simulacoes de dinamica molecular. SASA;,q, SAS Apen i, SASApyri, SAS Apenc,
SASA,, . sao as areas acessiveis ao solvente do indol, benzeno incompleto, pirrol incompleto, benzeno completo e pirrol completo,

respectivamente. () representa a média sobre a simulagoes. O desvio padréo é mostrado. Os A& estdo em nm, e as SASAs em Az,

7

Proteina PDB id. AGED (SASA;nq) (SASApeni) (SASApyrc) (SASApen,c) (SASA,r:)
Azurina 4A7ZU[22]  308|23] 0,4540,78 0,21+0,48 0,2440,50 0,26+0,52 0,19+0,45
Parvalbumina IBSR[24]  316[6]  6,39+3,03 32249244 3174259 3284246  3,11+2.56
Mioglobina IMYT[25]  321[6] 24,23+13,89 5631548  18,60£12,46  6,68+£599  17,55+11,56
Ribonuclease T1 9RNTI[26] 328[27] 1,7941,20 1,1941,07 0,6040,58 1,19+1,07 0,60+0,58
FKBP12 1D60[28] 330[29]  14,87+5,56 10,744£5,07 4,134+2,66 13,73+5,29 1,144+1,63
T4-lisozima W126Y W138Y 1LYDI[30] 330[31]  43,04+9,74 5,68+4,46 37,36+6,05 5,68+4,48 37,36+6,05
T4-lisozima W126Y W158Y  1LYD[30] 330[31]  5,01+2,42 0,3240,64 4694228  0,3240,64  4,69+2,28
T4-lisozima W138Y W158Y 1LYDI[30]  330[31] 42,88+6,52 4,60+3,19 38,284+4,75 4,60+3,19 38,28+4,75
subtilisina Carlsberg 1SBC[32] 331[33] 61,98+8,86 18,59+5,88  43,39+4,45 18,70+£5,98  43,2844,36
Nuclease de estafilococo 1STN[34]  334[5] 48,46+7,51 48,34+7,45 0,12+0,27 48,3647,46 0,10+0,23
Che-Y ICHN[35]  335[6]  10,20£4,52  4,0543,22  6,1544,17  4,15+322  6,05£4,13
a-Cobratoxina 1CTX[36]  340[6] 81,75+7,85 46,13+6,18  35,62+5,25 50,96+6,64  30,79+4,89
HSA IBMO[37]  340[38]  49,83+7,93  23,2146,64  26,624576  27,25+7,16  22,58+6,04
Monelina IMOL[39] 342[27] 60,514£15,26 19,44410,72 41,07+8,67 21,06£12,65  39,45+7,79
Toxina colérica B (monomero) 1CHP[40]  345[6] 58,07+£14,91 42,09+13,50 15,984+4,09  46,35+14,07 11,72+3,60
Tioredoxina W31A 2TRX[41] 345[21] 73,994+14,08 70,78+12,40 3,21+2,84 71,484+12,92 2,51+£2,02
Melitina 2MLT[42] 346]6] 135,49+14,03 77,51+13,66 57,98+11,70 83,89+14,61 51,60+11,59
Fosfolipase A2 OBPP[43] 348[44] 149,38430,20 87,75431,00 61,63+£9,49 954343311  53,95+9,84
Glucagon IGON[45] 352[27] 154,47+1328 84,27+11,82  70,20+7,59  91,53+13,30  62,04+7,42

J1LNIATOS OV TIAISSIDV VILY VN SOAVISVE SOTIAOIN ¥ OTNLIdVD
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Tabela 4.2: Comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia experimental e calculado do triptofano: A&? é o comprimento de
onda de emissdo de fluorescéncia experimental. A(:=% e AA~%) s3o o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado
e o desvio relativo ao valor experimental, respectivamente, usando os modelos baseados na area acessivel ao solvente 1 ao 4. As

unidades dos comprimentos de onda e os desvios sao os nm.

7

Proteina ACp O Al A8 A A8 A A A
Azurina 308[23] 324,22 16,22 324,61 16,61 324,68 16,68 324,69 16,69
Parvalbumina 316[6] 325,34 9,34 325,65 9,65 325,68 9,68 325,67 9,67
Mioglobina 32116] 328,69 7,69 327,84 6,84 327,86 6,86 327,91 691
Ribonuclease T1 328(27| 324,47 -3,53 324,89 -3,11 32494 -3,06 324,94 -3,06
FKBP12 330[29] 326,93 -3,07 327,60 -2,40 328,01 -1,99 32822 -1,78
T4-lisozima W126Y W138Y 330[31] 332,23 2,23 329,80 -0,20 329,49 -0,51 329,41 -0,59
T4-lisozima W126Y W158Y 330[31] 325,08 -4,92 325,10 -4,90 325,12 -4,88 325,12 -4,88
T4-lisozima W138Y W158Y 330[31] 332,20 2,20 329,63 -0,37 329,32 -0,68 329,24 -0,76
subtilisina Calsberg 331[33] 335,80 4,80 333,60 2,60 333,18 2,18 333,03 2,03
Nuclease de estafilococo 3345 333,25 -0,75 336,44 244 336,25 2,25 33599 1,99
Che-Y 335[6] 326,05 -8,95 326,16 -884 326,17 -883 326,15 -8,85
a-Cobratoxina 340l6] 339,52 -0,48 339,58 -0,42 339,78 -0,22 339,90 -0,10
HSA 340[38] 333,51 -6,49 333,00 -7,00 333,29 -6,71 333,49 -6,51
Monelina 342[27] 335,52 -6,48 333,57 -843 333,39 -8,61 333,37 -8,63
Toxina colérica B (monémero)  345[6] 335,06 -9,94 336,55 -845 336,87 -8,13 336,99 -8,01
Tioredoxina W31A 345[21] 338,06 -6,94 342,29 -2,71 342,05 -2,95 341,72 -328
Melitina 346[6] 349,63 3,63 349,62 3,62 349,67 3,67 349,72 3,72
Fosfolipase A2 348[44| 352,24 424 352,52 452 352,67 4,67 352,77 4,77
Glucagon 352[27] 353,20 1,20 352,55 0,55 352,58 0,58 352,65 0,65

7
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Tabela 4.3: Modelos baseados na area acessivel para a predicao de comprimentos de onda de
emissao de fluorescéncia por simulacoes de dinaAmica molecular. R? é o coeficiente de correlacao,
SD ¢ o desvio padrao das predicoes com respeito aos dados experimentais. SASA;,q, SAS Apenc,
SASApeni, SASApy ., SAS Ay, s@o as areas acessiveis ao solvente do indol, benzeno completo,

benzeno incompleto, pirrol completo e pirrol incompleto, respectivamente. As unidades das
SASAs sdo A2,

Modelo Descrigao Equagao R?> SD
1 SASA do indol Aem = 324 + 0,188 (SAS Aina) 0,64 6,80
Ao = 324 + 0,246 (SAS Apen i) +
2 SASA do benzenof(i)/pirrol(c) < il T 066 6,58
40,103 (SAS Apyrc)
Ao = 324 + 0,241 (SAS Apor, o) +
3 SASA do benzeno(c)/pirrol(i) ( vene) 0 66 6,56
+0,004 (SAS Apyr.
Aem = 324 + 0,235 (SAS Apen.c) +
4 SASA do benzeno(c)/pirrol(c) 10,003 ESASA:)yr:ci 0,67 6,55

A inclusao de um parametro adicional nao melhorou significativamente a capacidade
preditiva dos modelos baseados em SASA. Apesar disso algumas informacoes sao possiveis de
ser extraidas. A decomposicao da SASA nos permite determinar as contribuicoes das partes

benzénicas e pirrolicas para a determinagdo dos A.,. A relacdo entre os parametros B;/Bs

¢ 2,39; o qual contrasta com a relacdo entre (SASAp., ;) [(SASAy,. ) = 1,18. Resultados
similares s@o encontrados na rela¢éo entre os parametros Cy/Cy e Dy/Ds, sendo de 2,56 e 2,53;
respectivamente. Portanto, podemos dizer que o benzeno é o grupo determinante do A.,, em
proteinas. A importancia do benzeno também foi reportada por Vivian e Callis (2004) [74].
Segundo eles, o benzeno é estabilizado através de uma aproximacao dos protons da adgua aos
atomos de carbono do benzeno, enquanto os dtomos do pirrol nao interagem fortemente com a

agua. Assim, eles concluem que o benzeno é o maior responsavel pelo desvio para o vermelho

dos Ao

As proteinas podem ser divididas de acordo com Burstein et al. em 5 classes discretas

80, 81]:

e (Classe A: Caracterizada por um A, = 308 nm, e o Trp completamente protegido no

bolsao hidrofébico da proteina.

e (Classe S: Caracterizada por um A.,, = 316 nm, e o Trp quase completamente protegido

no bolsao hidrofébico da proteina.

e (Classe I: Caracterizada por um A, entre 330 e 332 nm, e o Trp parcialmente exposto ao



CAPITULO 4. MODELOS BASEADOS NA AREA ACESSIVEL AO SOLVENTE 79

solvente.
e (lasse II: Caracterizada por um \.,, entre 340, e 342 nm e o Trp exposto ao solvente.

e (lasse III: Caracterizada por um A, entre 350, e 353 nm e o Trp completamente exposto

ao solvente.

De acordo aos valores dos A, experimentais das 19 proteinas, reportados na Ta-
bela 4.1, é possivel classifica-las seguindo a nomenclatura dos estados discretos propostos por

Burstein. Assim temos:

e Classe A: Azurina.

Classe S: Parvalbumina, Mioglobina e Ribonuclease T'1.

Classe [: FKBP12, T4 lisozima W126Y W138Y, T4 Lisozima W126Y W158Y, T4 lisozima
W138Y W158Y, S. Carlsberg, Nucleasa de estafilococo e Che-Y.

Classe II: a-Cobratoxina, HSA, Monelina, Toxina colérica B e Tioredoxina W31A.

Classe III: Melitina, Fosfolipase A2 e Glucagon.

Os valores médios da SASA do indol das proteinas das classes A, S, I, IT e III sao
0,45; 10,80; 32,35; 64,83 e 146,45 A, mostrando uma correspondéncia com as classes discretas
definidas por Burstein et al. Uma exepcao é a proteina Mioglobina, a qual possui uma SASA
do indol muito maior ao esperado para o seu A.,. O A, calculado para esta proteina a partir

da SASA ficaria em ~ 330 nm (Tabela 4.2), sendo sua classificacdo como Classe .

4.3.3 Robustez dos modelos

Durante o processo de construcao dos modelos a determinacao dos parametros é um
passo fundamental e necessario. Geralmente os pardmetros sao otimizados considerando um
conjunto de dados que servem para treinar o modelo. Esse conjunto de dados é conhecido como
dados de treinamento. Para evitar que o modelo criado seja muito dependente dos dados do
treinamento, é necessario de avaliar a capacidade preditiva do modelo, e para isso é necessario
usar outro conjunto de dados, os quais chamaremos de dados de teste [82]. O uso de dados

de treinamento e teste significa que uma consideravel quantidade de dados é disponivel, mas
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isso nao sempre é possivel. Assim, métodos alternativos para avaliar a capacidade preditiva dos
modelos, quando a quantidade de dados é limitada, sao adotados. Vamos agora a explicar como
funciona esse método alternativo. Imaginemos que temos N dados. Desse conjunto, extraimos
um nimero inteiro de k£ dados. Assim, usaremos N — k dados como os dados de treinamento
e os k dados restantes serao usados como dados teste. Devido a que o ntiimero de vezes que
treinamos o modelo é uma combinatoéria do tipo Ci¥, este método pode demandar um alto custo
computacional quando o namero N de dados for muito grande. Para exemplificar, usaremos
um caso particular com N =4 e k = 1. Assim, o modelo seré construido com N — k = 3 dados
e a robustez do modelo sera avaliado a cada k = 1 dado. A quantidade de modelos construidos
sera de C} = 4 (Figura 4.7).
Dados
Telste A

| Treinamento I I .
: r—&

|

Y !

|
1
Construgao Construcao Construcao Construcao
do modelo do modelo do modelo do modelo

L» | Predizer L» | Predizer Predizer | <« Predizer | <«

Figura 4.7: Representacao esquemética do método de validacao da robustez dos modelos. O
nimero total de dados é N = 4. Para este caso em particular, o processo de validagao con-
sidera deixar um dado fora (k = 1) para construir os modelos, assim o conjunto de dados de
treinamento serao de N — k = 3 dados. O dado deixado fora sera usado para avaliar a robustez
do modelo em relagao aos dados de treinamento usados para a parametrizacao.

Nesta Subsecao vamos a determinar a robustez dos modelos lineares baseados na
SASA do indol em relacao aos dados de treinamento usados para a parametrizacao. Os modelos
apresentados na Subsec¢ao 4.3.2 foram parametrizados usando um conjunto de N = 19 dados.
Para avaliar a robustez desses modelos consideraremos valores de k = 1, 2 e 3. Para k = 1,
teremos C{? = 19 combinagoes diferentes de dadosa partir das quais vamos a construir os

modelos, cada um com N — k = 18 dados. O dado restante serd avaliado com os modelos
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construidos. Para k = 2 teremos C1° = 171 combinagoes diferentes de construir os modelos,
cada um com N — k = 17 dados. Devido a que quando k£ > 1 as previsoes para cada modelo
serao feitas mais de uma vez, é necessario registrar as médias de cada predigao. Para k = 3
teremos um similar cenério, mostrado anteriormente para com k = 2, com a diferenca que o

numero de combinacoes diferentes de modelos sera muito maior.

Vamos analisar agora a robustez dos modelos, baseados na SASA, desenvolvidos na
Subse¢ao 4.3.2. O primeiro modelo (Modelo 1) é aquele que depende unicamente da SASA do
indol. Para k = 1, o desvio dos ., preditos com o novo conjunto de N — k = 18 dados de
treinamento sao avaliados com respeito ao ., calculado com o conjunto N = 19 de dados.
Esse desvio estd reportado como AN¢(1) na Tabela 4.4. Para valores de k = 2 e k = 3
teremos os desvios médios, os quais estao reportados na Tabela 4.4 como AXe(2) e ANe(3),
respectivamente. Os desvios e desvios médios sao menores que 3 nm, indicando que o modelo
¢ muito robusto em relagao aos dados de treinamento usados. Os maiores desvios observados
correspondem as proteinas com ., altos, como sao a Melitina, Fosfolipase A2 e Glucagon.
Desconsiderando estas proteinas, o maior desvio nao supera os 6 nm. Portanto, os erros nas

predicoes nao estao associados aos dados usados senao a limitagoes dos modelos.

Para os modelos baseados na SASA dos grupos benzénico e pirrélico do indol (Mo-
delos 2 ao 4) os resultados de robustez foram similares aos reportados para ao caso da SASA
do indol. Estes resultados encontram-se nas seguintes tabelas: Tabela B.1 (robustez do Modelo

2), Tabela B.2 (robustez do Modelo 3), e Tabela B.3 (robustez do Modelo 4).

4.4 Conclusoes

O triptofano é a sonda natural mais amplamente usada nos experimentos de fluo-
rescéncia de protefnas, para por exemplo avaliar a estrutura das proteinas. Um dos principais
motivos para essa popularidade é a sensibilidade ao ambiente dos seus comprimentos de onda
méaximo de emissao (Ae,). O estado excitado responsével pela fluorescéncia do triptofano é o
estado L,, o qual apresenta um dipolo muito distinto do estado fundamental, sendo o principal

motivo da variabilidade dos A.,,.

O triptofano livre em agua é caracterizado por um ., de 360 nm. Nas proteinas,
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Tabela 4.4: Robustez do modelo baseado na SASA do indol (Modelo 1) em relagao aos dados de
treinamento usados. A\°%¢ ¢ o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 proteinas como dados de treinamento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AX4¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méaximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 1 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina NTANET)  ANDE(2) ANE(3)

Azurina, 32422 2,22 2,22(3,89)  2,21(5,26)

Parvalbumina 32534 1,11 1,11(3,65)  1,11(4,95)

Mioglobina 328,69 0,61  0,62(251)  0,62(4,03)

Ribonuclease T'1 324,47 -0,46 -0,46(1,99) -0,47(3,89)
FKBP12 32693 -029  -0.20(1,75) -0,29(3,34)
T4-lisozima W126Y W138Y 33223 0,13 0,14(145)  0,15(2,49)

T4-lisozima W126Y W158Y 32508 -0,60  -0,61(-1,85) -0,61(3,50)
T4-lisozima W138Y W158Y 33220 013 0.14(145)  0,15(2,49)
subtilisina Calsberg 335,80 0,27 0,28(1,11)  0,30(1,79)
Nuclease de estafilococo 333,25 -0,04 -0,03(1,12)  -0,02(2,04)
Che-Y 326,05  -097  -097(-174) -0,97(2,71)
a-Cobratoxina 339,52 -0,04  -0,02(0,69) -0,01(1,85)
HSA 33351 0,36 -0,35(-0,98) -0,34(-1,66)
Monelina 335,52 -0,37  -0,36(-0,98) -0,35(-1,55)
Toxina da colera B (monomero) 335,06 -0,56 -0,55(-1,09) -0,54(-1,59)
Tioredoxina W31A 338,06  -047  -045(-1,10) -0,44(-1,61)
Melitina 349,63 0,97  1,03(342)  1,09(9,16)
Fosfolipasa A2 35224 1,56 1,63(3,86)  1,70(10,38)
Glucagon 35320 049  057(3,53) 0,67(10,82)

o triptofano apresenta uma diversidade dos \.,,, o qual varia entre 308 e 355 nm. As proteinas
com menor e maior A.,, do conjunto de proteinas da Tabela 4.1, sdo a Azurina e Glucagon,

respectivamente.

A Azurina apresenta o triptofano imerso numa cavidade da proteina que é inaces-
sivel ao solvente (SASA = 0,45 AQ), enquanto o triptofano do Glucagon esta completamente
exposto (SASA =154 AQ), possibilitando o contato com as moléculas de dgua. Assim, apesar
da natureza quantica da fluorescéncia, as caracteristicas estruturais da proteina podem ser uti-
lizadas para o desenvolvimento de modelos parametrizados. Embora muitos trabalhos tenham
usado a ideia da acessibilidade ao solvente do indol para explicar a fluorescéncia em sistemas
especificos, nenhum até o momento estabeleceu alguma relagao quantitativa entre dita acessibi-

lidade e os A, do triptofano. Nosso primeiro objetivo foi estabelecer e determinar essa relacao.
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Assim, quatro modelos classicos parametrizados baseados na area acessivel ao solvente do indol
foram propostos para predizer os A, do triptofano em proteinas a partir de simulagoes de
dindmica molecular. Estes modelos apresentaram um desempenho bastante satisfatorio, sendo
o desvio padrao (SD) das predigdes com respeito aos dados experimentais de ~7 nm, e o qua-
drado do coeficiente de correlacao de Pearson de R? ~ 0,6. Apesar de o desempenho destes
modelos classicos ser similar ao obtido pelo modelo desenvolvido por Vivian e Callis (2004), os
modelos baseados na SASA possuem um erro sisteméatico. Esse erro consiste em sobre-estimar

0S Mgy, menores de 324 nm.
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Capitulo 5

Modelos paramétricos baseados
na interacao eletrostatica para
computar os comprimentos de onda

de emissao do triptofano

Neste capitulo serao desenvolvidos modelos classicos parametrizados baseados nas
interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (dgua + proteina). Observaremos quao im-
portantes sao as contribui¢oes da dgua para a determinagao dos comprimentos de onda. Estes
modelos apresentaram melhor capacidade preditiva comparada aos modelos baseados na SASA.
Estes modelos, junto aos apresentados no Capitulo 4, proporcionam uma maneira rapida e pra-

tica para interpretar os resultados experimentais.

5.1 Introducao

5.1.1 O papel das interacoes eletrostaticas nos )., do Trp

As caracteristicas espectrais da fluorescéncia do triptofano, tais como o rendimento
quantico (Pr) e o comprimento de onda de emissao (\,,), sdo muito sensiveis a polaridade
do ambiente. Por isso, essas caracteristicas do triptofano sdo muito utilizadas para sondar
a eletrostatica interna e local das proteinas [15, 73, 74|. Essa sensibilidade esta geralmente

associada ao dipolo gerado pela excita¢ao do indol ao estado L, (Figura 5.1A) [49, 83].
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A variabilidade dos A, do triptofano em proteinas, entre ~308 nm (Azurina) e
~355 nm (Glucagon), é um indicador da polaridade do meio e, como mostramos no Capitulo 4,
também da acessibilidade ao solvente. Recentemente tem-se demonstrado que o estado excitado
L,, sem excepg¢ao, ¢ o tinico estado responsavel pela emissao de fluorescéncia do triptofano em

proteinas [23].

Calculos de estrutura eletronica tém mostrado que a excitagao do triptofano ao
estado L, é acompanhada de uma mudanca de densidade eletronica do anel pirrélico para o
anel benzénico do indol [73, 74]. Assim, é de se esperar que as cargas na vizinhanga dos anéis
pirrélico e benzénico sejam importantes na determinacao dos A.,,. Por exemplo, e citando as
palavras de P.Callis (2004) [73, 74|, cargas positivas (ou residuos carregados positivamente)
perto do anel benzénico ou cargas negativas (ou residuos carregados negativamente) perto
do anel pirrélico estabilizam o processo de transferéncia eletrénica e, portanto, contribuem
para maiores comprimentos de onda (red shift). O processo contrario contribue para menores

comprimentos de onda (blue shift).

Baseado nessas ideias, o grupo do Prof. Patrick Callis foi o pioneiro em desenvolver
uma metodologia hibrida QM-MM para calcular os A, do triptofano em proteinas. Essa meto-
dologia consiste, basicamente, em calcular as transigoes eletronicas do grupo indol do triptofano
por meio de célculos de estrutura eletronica considerando o resto do sistema (dgua + proteina)
como cargas pontuais. Um requisito importante na determinagao do A.,, é ter a geometria e
cargas adequadas do estado L, do indol, os quais podem ser determinados por calculos quéan-
ticos. Simulagoes classicas de dindmica molecular de 19 proteinas contendo um tnico residuo
de triptofano foram realizadas, sendo a geometria e cargas dos atomos do indol corresponden-
tes ao estado L,. Portanto, essas simulagoes correspondem a simulagoes com a distribui¢ao
de cargas do estado excitado L, do indol. As estruturas amostradas pela dindmica molecular
serviram como estruturas de entrada para calcular as transicoes eletronicas e determinar os
Aem instanténeos. Os valores experimentais versus a média dos valores calculados dos ., do
triptofano nas 19 proteinas estao mostrados na Figura 5.1B. As predi¢oes do modelo hibrido
QM-MM teve um desvio padrao com respeito aos dados experimentais de 6,87 nm e o quadrado

do coeficiente de correlacao de Pearson foi de R? = 0,69 nm.

Assim, as interagoes eletrostaticas entre os atomos de indol e os atomos restantes do
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Figura 5.1: A) Orientacao dos dipolos do estado fundamental (GS) e L, do indol. B) Correlagao

entre os A, experimentais e calculados, segundo o modelo hibrido QM-MM desenvolvido por
Vivian e Callis (2004) [74].

sistema (dgua -+ proteina) sdo determinantes do A.,, do triptofano. Esses resultados sugerem
que as interagoes eletrostaticas podem ser usadas como potenciais preditores para o desenvolvi-
mento de modelos classicos parametrizados com capacidade de predizer o \.,,. Neste capitulo,
descreveremos o desenvolvimento de modelos classicos parametrizados baseados nas interacoes

eletrostaticas do indol com o ambiente (4gua e proteina).

5.2 Metodologia

5.2.1 Simulacoes de dinamica molecular

As simulacoes utilizadas nesta parte do trabalho sao as mesmas descritas no capitulo

anterior, portanto a metodologia esta apresentada na Subsecao 4.2.1.

5.2.2 Calculo das interacoes eletrostaticas

As interagoes eletrostaticas entre o grupo indol e o ambiente (4gua + proteina)

foram calculadas para cada frame das simulag¢oes usando a Equacao 5.2.1.

ZZ 4dj (5.2.1)

471'50 i

sendo ¢y a permissividade do vacuo, d;; a distancia entre os atomos i e j, e g; e g; as cargas

dos atomos i e j, respectivamente. Os atomos ¢ correspondem aos atomos do grupo indol do
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triptofano e os atomos j correspondem aos demais atomos do sistema, excluindo os dtomos
ligados covalentemente ao indol. As cargas dos atomos correspondem as definidos pelo campo
de forca CHARMM?22 [65, 66, 67|, as mesmas que foram utilizadas nas simulagoes de dinamica
molecular. Todos os célculos das interagoes eletrostaticas foram truncados num raio de corte de
15A. Esse valor de raio de corte é considerado efetivo para o cdlculo das interacoes eletrostaticas
devido a que é esperado uma convergéncia nos céalculos [84]. Os fons de sodio e cloro, usados
para manter a neutralidade do sistema, nao foram incluidos no céalculo das interacoes eletros-
taticas. A decomposigao do E(t) nas suas contribui¢oes atomicas foram realizadas de maneira
simples devido & caracteristica aditiva das interacoes eletrostaticas. O calculo das interacoes

eletrostaticas foi realizado com softwares do pacote MDAnalysis [85].

5.3 Resultados e discussoes

5.3.1 Interacoes eletrostaticas do indol

Nos trabalhos de P. Callis, a introducao das interagoes eletrostaticas entre o grupo
indol e 0 ambiente nos célculos de estrutura eletronica foram fundamentais para a determinacao
dos Ae;, do Trp em proteinas 73, 74]. Portanto, é de se esperar que essas intera¢oes possam

ser usadas como descritores para a construcao de modelos classicos parametrizados.

Para observar uma possivel correlacao entre as interacgoes eletrostaticas e os .,
experimentais nas proteinas, as interagoes eletrostaticas entre o indol e o ambiente (dgua +
proteina) necessitam ser calculados para cada estrutura amostrada por dindmica molecular.
Assim, a evolucao temporal dessas interacoes sao calculadas para trés proteinas: Parvalbumina
(Aem = 316 nm [6]), Nuclease de estafilococo (A, = 334 nm [5]), e o Glucagon (Aep, = 352 nm
[27]). Na Figura 5.2 mostra-se a evolugao temporal das interagoes eletrostéticas do indol com
o ambiente (dgua -+ proteina) dessas proteinas. As interagoes eletrostéticas sdo muito variaveis
ao longo das simulagoes, o que gera uma certa dificuldade para estabelecer alguma correlagao
a simples vista. Se calcularmos a média das interagoes eletrostaticas da Figura 5.2 obtemos
valores de -3,29; -35,87 e -37,30 kJ x mol~! para as proteinas Parvalbumina, Nuclease de
estafilococo e Glucagon, respectivamente. Assim proteinas com maiores \., tem interacoes

eletrostaticas mais negativas.
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Figura 5.2: Evolugao temporal das interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (dgua
+ proteina) nas proteinas: Parvalbumina (azul), Nuclease de Estafilococo (verde) e Glucagon
(vermelho).

Os calculos das interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (dgua + proteina)
foram ampliados para um conjunto de 19 proteinas, as quais possuem um tunico residuo de
triptofano (Tabela 5.1). Com esses dados sera possivel construir um grafico que mostre a corre-
lacao entre o valor médio das interacoes eletrostaticas e o A, experimental. Esse grafico esta
na Figura 5.3. Nessa figura observa-se uma correlagdo negativa entre as interagoes eletrostati-
cas e 0S M, experimentais. O coeficiente de correlacao ¢ de R? = 0,69. A correlagao entre as
interacoes eletrostaticas e os \.,, experimentais parece ser razoavelmente linear, apesar de que
algumas previsoes apresentam desvios significativos. A proteina que apresenta um maior desvio
da linearidade ¢ a Mioglobina (Figura 5.3). Ainda assim, este resultado abre a possibilidade de

formular modelos classicos baseados nas interacoes eletrostéticas.
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Figura 5.3: Correlagao entre o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia experimental
e o valor médio das interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (4gua + proteina) para
19 proteinas que contém um tnico residuo de triptofano.
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As interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (Qr) podem ser divididas
em funcao das suas contribui¢oes individuais, da agua e da proteina. Assim as interagoes
eletrostaticas do indol com a agua (@) e do indol com a proteina (Q,) foram calculadas,
e seus valores médios estao apresentados na Tabela 5.1. Devido ao comportamento aditivo
dessas interacoes, cumpre-se o seguinte: QQr = @, + ,. Adicionalmente, o indol pode ser
dividido em suas componentes benzénicas e pirrolicas (como foi descrito na Subsegao 4.3.2),
e as interagoes eletrostaticas dessas componentes podem ser avaliadas. Assim temos que as
interacoes eletrostaticas entre o benzeno incompleto do indol e a dgua (Qpen—iw), 0 benzeno
incompleto do indol e a proteina (Qpen—ip), 0 benzeno completo do indol e a dgua (Qpen—cw);
o benzeno completo do indol e a proteina (Qpen—cp), 0 pirrol incompleto do indol e a agua
(Qpyr—iw), 0 pirrol incompleto do indol e a proteina (Qpyr—ip), 0 pirrol completo do indol e
a agua (Qpyr—cw) € 0 pirrol completo do indol e a proteina (Qpyr—cp) foram calculadas e seus

valores médios estao apresentados na Tabela 5.2 e 5.3.

Com esses dados podemos definir o seguinte:

A interagao eletrostatica entre o benzeno incompleto e o ambiente (4gua + proteina) sera

ComPUtada €COImo: Qben—i = Qben—i,w + Qben—i,p-

A interagao eletrostatica entre o benzeno completo e o ambiente (4gua + proteina) sera

computada como: Qpen—c = Qben—cw + Qben—c,p-

A interacao eletrostatica entre o pirrol incompleto e o ambiente (4gua -+ proteina) sera

computada como: Qpyr—i = Qpyr—iw + Qpyr—ip-

A interagao eletrostatica entre o pirrol completo e o ambiente (dgua + proteina) sera

computada como: Qpyr—c = Qpyr—cw + @pyr—c.p-



Tabela 5.1: Proteinas usadas, codigos de acesso das estruturas (PDB id.), comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia
experimentais (A7), e interacoes eletrostaticas calculadas a partir das simula¢oes de dinamica molecular. Qr, Q. e @, sdo as
interagoes eletrostaticas entre o indol e o ambiente (4gua -+ proteina), o indol e a dgua, e o indol e a proteina, respectivamente. O
simbolo () representa a média sobre as simulagoes. O desvio padrao é mostrado. Os A& estao em nm, e as interagoes eletrostaticas

em kJ x mol 1.

Proteina PDB id. &P (Qr) (Qu) (Qyp)
Azurina 4A7ZU[22] 308[23] -8,9945,05 -3,05+4,31 -5,9443,06
Parvalbumina 1B8R|24] 316]6]  -3,29+8,67 -6,90+8,28 3,61+4,13
Mioglobina IMYT[25] 3216] -25,93+£13,81 -3,62£16,30 -22,31£20,75
Ribonuclease T1 9RNT[26] 328[27] -17,93+8,05 -8,37+7,11 -9,56+4,75
FKBP12 1D60[28]  330[29] -12,6447,65 -122147,43  -0,43+3,95
T4-lisozima W126Y W138Y 1LYD[30] 330[31] -28,77+15,97 -13,48+10,72 -15,29+14,12
T4-lisozima W126Y W158Y 1LYD[30] 330[31] -24,22+6,75 4,88+4,69 -29,10+6,08
T4-lisozima W138Y W158Y 1LYD[30] 330[31] -19,30+11,35 -20,04+11,59 0,74+6,47
subtilisina Carlsberg 1SBC|32| 331[33] -24,81£10,79 -18,91+10,64 -5,904+4,07
Nucleasa de estafilococo ISTN[34] 334[5] -35,87+8,02 -17,904+8,96 -17,97+6,41
Che-Y 1CHNI35] 335[6] -20,08411,47 -12,84+11,27 -7,2445,58
a-Cobratoxina 1CTX[36] 3406] -32,97+12,16 -21,11+13,12 -11,8646,17
HSA IBMO[37] 340[38] -31,63+11,61 -25,23+11,46 -6,40+5,36
Monelina IMOL[39] 342[27] -30.79+13,18 -23,54+15,70 -7,25+12,17
Toxina colérica B (monémero) 1CHP[40]  345[6] -28,84+11,69 -19,43+11,76 -9,41+5,83
Tioredoxina W31A 2TRX[41] 345[21] -44,26+14,05 -16,35+11,70 -27,91+12,16
Melitina 2MLT[42] 346[6] -36,25+13,82 -38,03+15,67 1,78+6,88
Fosfolipase A2 OBPP[43| 348[44] -37,21+13,92 -31,00+£1442 -6,2145,07
Glucagon 1GCN[45] 352[27] -37,30+£13,77 -48,40414,13  11,1044,13
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Tabela 5.2: Proteinas usadas, codigos de acesso das estruturas (PDB id.), comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia
experimentais (A7), e interacoes eletrostaticas calculadas a partir das simulagdes de dindmica molecular. Qpen—iw, Qben—ips Qpyr—cw
e Qpyr—cp Sa0 as interagoes eletrostaticas entre o benzeno incompleto do indol e a 4gua, o benzeno incompleto do indol e a proteina,
o pirrol completo do indol e a agua, o pirrol completo do indol e a proteina e respectivamente. As interagoes eletrostaticas entre
o benzeno incompleto e o ambiente (dgua + proteina) sdo computadas como Qpen—i = Qben—iw + Qben—ip- Da mesma maneira, as
interagoes eletrostaticas entre o pirrol completo e o ambiente (dgua + proteina) sdo computadas como Qpyr—c = Qpyr—c,w + Qpyr—cp-
O simbolo () representa a média sobre as simulagoes. O desvio padrao é mostrado. Os A& estao em nm, e as interagoes eletrostaticas
em kJ x mol~!.

Protefna PDBId. N7 (Qwnn)  Quniy) Qo) (Qprap)
Azurina 1IAZU[22] 308[23] 1,01£1,96 -2,13£1,90  -4,06£3,88  -3,80£2,66
Parvalbumina 1B8R|24]  316]6] 1,38+2,27  -4,2542,98 -8,28+7,87 7,8644,47
Mioglobina IMYT[25] 321[6] -2,774£545 -3,1746,04 -0,86+14,59 -19,14+17,87
Ribonuclease T1 ORNT[26] 328[27] 3,0842,80 -9,76+£250 -114546,79  0,20+3,76
FKBP12 1D60[28] 330[29] -3,1243.87 -1,0442,50  -9,094£570  1,5243,29
T4-lisozima W126Y W138Y 1LYD[30] 330[31] 2,39+3,64 -9,624+4,25 -15,88410,67 -5,674+10,79
T4-lisozima W126Y W158Y 1LYD[30] 330[31] -2,68+2,22 0,061+2,03 7,56+4,31 -29,17+5.89
T4-lisozima W138Y W158Y 1LYD[30] 330[31] -4,10+4,21 0,43+4,13 -15,94+10,81 0,31+4,72
subtilisina Carlsberg 1SBC|32] 331[33] -2,73+3,22 -1,13+2,11 -16,19410,00 -4,76+3,17
Nucleasa de estafilococo ISTN[34] 334[5] -1,86+5,10 -6,6844,37 -16,03£7,13 -11,29+3,34
Che-Y 1CHNI35] 335[6] -6,81+4,85 2,19£2,72 -6,03+10,24 -9,4445,39
a-Cobratoxina 1CTX][36] 340[6] -0,25+5,97 -10,09+£3,88 -20,86+11,28  -1,774+3,73
HSA IBMO[37] 340[38] -5,71£5,30  0,79+3,13  -19,52+10,01  -7,1944,51
Monelina IMOL[39] 342[27] 1074554  -9,17+574 -24,60+13.86  1,91+£9.31
Toxina colérica B (monomero) 1CHP[40] 345[6] -6,53+£5,12  -3,41+3,01 -12,89+10,29  -6,01+4,57
Tioredoxina W31A OTRX[41] 345[21] -1,53+6,31 -12,184505 -14,8249.97 -15,72+9,01
Melitina OMLT[42] 346[6] -9,0246,91 -1,7544,73 -29,01£13,02  3,52+4,89
Fosfolipase A2 2BPP[43] 348[44] -7,6846,56 -5,52£3,60 -23,32+12,04 -0,69+3,20
Glucagon 1GCN[45]  352[27] -17,54+6,50 6,1141,96 -30,86+£12.23  4,98+3,48
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Tabela 5.3: Proteinas usadas, codigos de acesso das estruturas (PDB id.), comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia
experimentais (A7), e interacoes eletrostaticas calculadas a partir das simulacoes de dinamica molecular. Qpen—c,w, Qben—c,ps Qpyr—iw
e Qpyr—ip Sa0 as interagoes eletrostaticas entre o benzeno completo do indol e a agua, benzeno completo do indol e a proteina, pirrol
incompleto do indol e a 4gua e pirrol incompleto do indol e a proteina. respectivamente. As interagoes eletrostaticas entre o benzeno
completo e o ambiente (dgua + proteina) sao computados como Qpen—c = Qven—cw + Qben—cp- Da mesma maneira, as interagoes
eletrostaticas entre o pirrol incompleto e o ambiente (4gua + proteina) sdo computados como Qpyr—i = Qpyr—iw + Qpyr—ip. O simbolo
() representa a média sobre as simulagdes. O desvio padrao é mostrado. Os A&P estdo em nm, e as interagoes eletrostaticas em
kJ x mol™*.

Proteina PDB id. ey (Qven—c,w) (Qben—cyp) (Qpyr—izw) (Qpyr—ip)
Azurina 4A7ZU[22] 308[23]  7,73+2,78 -4,33+2,70  -10,784+4,36  -1,6143,58
Parvalbumina 1B8R|24]  316]6] 9,39+3,28 -7,25+4.21  -16,294+745  10,8646,03
Mioglobina IMYT|[25] 321]6] 5,9247,59 -7,08+7,97  -9,54+14,81 -15,23416,32
Ribonuclease T1 9RNT[26] 328[27] 12,24+4,55 -13,884348 -20,61+7,09 4,33+5,08
FKBP12 1D60[28] 330[29]  6,76+4,19 -3,38+3,34  -18,9748,39 2,96+3,94

T4-lisozima W126Y W138Y  1LYD[30] 330[31] -13,5746,78 19,594504  0,09£11,15 -34,88+17,22
T4-lisozima W126Y W158Y  1LYD[30] 330[31] -3,924327 5204271  8,80+503  -34,31+6,12
T4-lisozima W138Y W158Y  1LYD[30] 330[31] -8,454826  14,114583 -11,59+10,28 -13,37+6,53

subtilisina Calsberg 1SBC|32] 331[33] -2,87+6,20 4,554+3,18 -16,04+11,14 -10,45+5,25
Nucleasa de estafilococo ISTN[34] 334[5] -5,13+7,67 2,25+4.80 -12,774+10,51 -20,22+7.36
Che-Y 1CHNI35] 335|6] -3,99+5,89 2,30+4.,35 -8,85+10,99 -9,5446,79
a-Cobratoxina 1CTX][36]  340]6] -6,884+8,74 1,34+5,67 -14,23+13,86 -13,20+7,33
HSA 1BMO[37] 340[38] -18,83+10,91 30,66+4,92 -6,40+12,85 -37,0646,30
Monelina IMOL[39] 342[27] 151£10,35 -1,19+11,41 -25,05£1455 -6,0748,82
Toxina colérica B (monomero) 1CHP[40]  345[6]  6,87+£6,42  -9,10£4,35 -26,29£12,16  -0,3246,56
Tioredoxina W31A 2TRX[41] 345[21] -10,5249,10 6,05+6,76 -5,83+12,78  -33,96+£14,27
Melitina OMLT[42| 346[6] -21,4849,18 25354482 -16,55416,51 -23,5747,27
Fosfolipase A2 2BPP[43] 348[44] -8,20+9,53 3,024+4,61 -22,79+£15,62  -9,734+5,11
Glucagon IGCN[45] 352[27]  5.87+9,84  -13,1742,73 -54,27+1621 24,27+5 11
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5.3.2 Construcao dos modelos

Uma relagao linear entre as interagdes eletrostaticas do indol com o ambiente (4gua
+ proteina) e 0s A, do Trp em proteinas foi encontrada e descrita na subsegdo anterior.
Nesta subsegao descreveremos a construcao de modelos cléssicos parametrizados baseados nas

interacoes eletrostéticas com capacidade preditiva dos A.,, do Trp em proteinas.

O primeiro modelo (Modelo 1) explora a relagao linear entre as interagoes eletros-
taticas do indol com o ambiente (dgua + proteina) e os A.,. Este modelo considera apenas
a presenca de dois parametros, sendo estes o A5 e AP, A forma do modelo é descrita pela

Equacao 5.3.1.

Aem = AP+ AV < (Qr) (5.3.1)

sendo Q7 as interagoes eletrostéticas entre o indol e o ambiente (dgua -+ proteina) e o termo
() indica a média ao longo da simulacdo de dinaAmica molecular. O parametro A5” pode ser
interpretado como o A, quando Qr é nulo, e AY” & o pardmetro que associa 0 Q7 a0 Aey. Os
parametros do modelo foram otimizados com os dados de (Qr) de 19 proteinas (Tabela 5.1).
Esses parametros estao mostrados na Tabela 5.6. As predigoes do A.,, das 19 proteinas do
Modelo 1, estdao mostradas na Tabela 5.4. As piores predi¢bes do modelo correspondem &s
proteinas Mioglobina e Azurina, com desvios de ~13 e ~11 nm, respectivamente. Entre as
proteinas que mostraram as melhores predi¢oes estao a a-Cobratoxina e HSA, com desvios
de ~0,09 e ~-1,00 nm, respectivamente. A Figura 5.4A mostra a correlagdo entre o Ay,
experimental e o calculado com o Modelo 1. O coeficiente de correlacao e o desvio padrao
das predicoes deste modelo com respeito ao A, experimental foram de R?> = 0,69 e 6,36 nm,
respectivamente. O desempenho deste modelo nao parece ser melhor comparado aos modelos
baseado na SASA. Apesar disso, o modelo baseado nas interacoes eletrostéticas tem capacidade

preditiva para ., baixos, sendo assim uma vantagem em relagao aos modelos baseados em

SASA.

As contribui¢oes das interagoes eletrostaticas do indol com o sistema podem ser

divididas nas componentes que envolvem a interacao do indol com a agua e com a proteina.
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Baseados nessa decomposicao é que propomos o Modelo 2, o qual é composto de trés parametros

pot pot pot
(B6”, BT e By”),

Aem = BY" + BY' x (Q,) + B x (Q,) (5.3.2)

sendo @), e @, as interagoes eletrostaticas do indol com a &gua e a proteina, respectivamente.
O termo () indica a média ao longo da simulagdo de dindmica molecular. BgOt é o intercepto
do modelo. B e BY” sio os parametros que associam as interacoes eletrostaticas do indol -
agua e indol - proteina com o A, respectivamente. Os dados de Q,, e @, das 19 proteinas, as
quais estao mostrados na Tabela 5.1, foram usados para otimizar os pardmetros do Modelo 2
(Tabela 5.6). As predigoes dos A, das 19 proteinas deste modelo estao mostradas na Tabela 5.4.
O maior e menor desvios das predi¢oes do A, com respeito aos dados experimentais foram de
10,04 e 0,24 nm e correspondem as proteinas Azurina e Parvalbumina, respectivamente. Na
Figura 5.4B mostra-se a correlacao entre os \.,, experimentais e os preditos com o Modelo 2
para 19 proteinas. O coeficiente de correlacao e o desvio padrao das predi¢oes do Modelo 2 com
respeito aos dados experimentais sao de R? =0,81 e 4,89 nm, respectivamente. A divisao das
contribuicoes eletrostaticas melhorou significativamente o desempenho do modelo. O modelo
hibrido QM-MM, desenvolvido por Vivian e Callis (2004), teve um desvio padrao com respeito
aos dados experimentais de 6,87 nm e um coeficiente de correlacio R? =0,69 [74]. Assim,
nosso modelo classico parametrizado, apesar da sua simplicidade, mostra-se promissor para a
predicao dos A.,, do triptofano em proteinas, e assim se apresenta como um método répido e

pratico para interpretar os resultados experimentais.

Como foi explicado na Subsegao 4.3.2 do Capitulo 4, o grupo indol pode ser dividido
nas suas componentes benzénica e pirrdlica. Os modelos que desenvolveremos a continuacao
(Modelos 3 ao 8), serao baseados nas interagoes eletrostaticas da parte benzénica e pirrélica do

indol.

O Modelo 3 possui trés parametros e é baseado nas interacgoes eletrostaticas das

partes benzénicas e pirrdlicas do indol com o ambiente (dgua + proteina). Este modelo é
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mostrado na Equacao 5.3.3,

Aem = CE + CV" X (Qpeni) + C5 X (Qpyr.c) (5.3.3)

sendo C5”, V" e C3” os parametros do modelo. Qpeni € Qpyre 530 as interagoes eletrostaticas
do benzeno incompleto com o ambiente (dgua -+ proteina) e do pirrol completo com o ambiente
(Agua + proteina), respectivamente. O termo () indica a média ao longo da simulac¢do de
dindmica molecular. Os parametros do modelo 3 foram ajustados com os dados das interacoes
eletrostaticas Qpen,i € Qpyrc das mesmas 19 proteinas (Tabela 5.2). Os valores dos parametros
estao na Tabela 5.6. Os valores dos ., preditos com o Modelo 3 estao na Tabela 5.4. O maior
e menor desvios dos A.,, preditos com respeito aos dados experimentais sao de ~12 e ~-0,2 nm
e correspondem as proteinas Mioglobina e Fosfolipase A2, respectivamente. A Figura 5.4C
mostra a correlagao entre os A, preditos pelo modelo e os dados experimentais. O coeficiente
de correlacao e o desvio padrao dos A.,, preditos com respeito aos dados experimentais deste

modelo sao de R? =0,74 e 5,77 nm, respectivamente.

A interagao eletrostatica do benzeno incompleto com o ambiente (4gua + proteina)
pode ser decomposta em fun¢do das contribui¢oes da dgua e proteina (Qpeni = Qpen—w.i +
Qben—p.i)- Decomposigao similar pode ser feita com a interagao eletrostéatica do pirrol completo
com o ambiente (4gua + proteina). Essas decomposigoes serao consideradas para a construgao
de um novo modelo. Assim, o Modelo 4 vai possuir 5 parametros (Equacao 5.3.4) e portanto,

apresentara maior complexidade que os anteriores. A equac¢ao do modelo é,

Aem = DgOt + Dimt X {Qben—w,i) + DgOt X (Qven—p,i) Démt X {Qpyr—w,c) + DZOt X (Qpyr—pe) (5.3.4)

sendo DF D' DFO' DE" e DE' os parametros do Modelo 4. Qven—w,is Qven—pis Qpyr—w.c
e Qpyr—p,c 530 as interagoes eletrostaticas do benzeno incompleto - dgua, benzeno incompleto
- proteina, pirrol completo - 4gua e pirrol completo - proteina, respectivamente. O termo ()
indica a média ao longo da simulacao de dinamica molecular. Este modelo foi construido com os

dados das interagoes eletrostaticas das 19 proteinas da Tabela 5.2, e os pardmetros otimizados do
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modelo estao disponiveis na Tabela 5.6. A introdugao de mais parametros no modelo conseguiu
melhorar a capacidade preditiva do modelo, sendo o coeficiente de correlagao e o desvio padrao
dos A preditos com respeito aos dados experimentais de R? =0,85 e 4,45 nm. As predicoes
dos A, das 19 proteinas usando o Modelo 4 estao na Tabela 5.4. Os desvios dos A, preditos
com o Modelo 4 em relacao aos dados experimentais para as proteinas Azurina e subtilisina
Carlsberg foram os maiores (~9 nm) e menores (~0,2 nm), respectivamente. A correlagao entre

0S Aem preditos pelo modelo e os dados experimentais estd mostrada na Figura 5.4D.
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Figura 5.4: Comprimento de onda de emissao de fluorescéncia experimental (AS*P) versus o
calculado (\¢%¢) usando os modelos baseados nas interagoes eletrostéticas. A) Modelo 1: Ba-
seado na interagao eletrostatica do grupo indol com o ambiente (4gua + proteina). B) Modelo
2: Baseado nas interagoes eletrostéticas do grupo indol com a agua e a proteina. C) Modelo
3: Baseado nas interagoes eletrostéticas do benzeno incompleto-ambiente (4gua + proteina)
e pirrol completo-ambiente (4gua + proteina). D) Modelo 4: Baseado na decomposigao das
interacoes eletrostaticas do benzeno incompleto e pirrol completo com a dgua e a proteina.



Tabela 5.4: Comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia experimentais e calculados do triptofano: A

erp
em

é o comprimento de

onda de emissdo de fluorescéncia experimental. A(!:=% e AA~%) sdo os comprimentos de onda de emissdo de fluorescéncia calculados
e os desvios relativos aos valores experimentais, respectivamente, usando os modelos baseados nas interagoes eletrostaticas 1 ao 4.

Os comprimentos de onda e os desvios estao em nm.

Proteina Aeap A AND AR AN B ANG A AN
Azurina 308[23] 318,90 10,89 318,04 10,04 317,70 9,69 317,20 9,19
Parvalbumina 316|6] 313,86 -2,14 316,24 0,24 317,10 1,10 317,18 1,18
Mioglobina 321|6] 333,87 12,87 32828 7,28 332,54 11,54 329,82 8,82
Ribonuclease T1 328|27] 326,80 -1,19 32549 -251 32946 146 325,73 -2,27
FKBP12 330[29] 322,12 -7,88 32393 -6,07 324,68 -532 32590 -4,10
T4-lisozima W126Y W138Y 330[31] 336,38 6,38 333,97 397 33565 5,65 331,82 1,82
T4-lisozima W126Y W158Y 330[31] 332,36 2,36 323,81 -6,19 327,36 -2,64 324,40 -5,60
T4-lisozima W138Y W158Y 330[31] 328,02 -1,98 331,06 1,05 326,24 -3,76 329,39 -0,61
subtilisina Carlsberg 331[33] 332,88 1,88 333,85 285 329,26 -1,74 330,82 -0,18
Nuclease de estafilococo 334[5] 342,66 8,66 339,97 597 340,97 6,97 338,61 4,61
Che-Y 335[6] 328,70 -6,29 32858 -6,42 327,86 -7,14 330,20 -4,80
a-Cobratoxina 340[6] 340,09 0,09 339,57 -0,43 341,85 1,85 339,02 -0,98
HSA 340[38] 338,91 -1,09 340,46 0,46 334,10 -5,90 337,10 -2,89
Monelina 342|27) 338,17 -3,83 339,27 -2,73 337,83 -4,17 336,14 -5,86
Toxina colérica B 345|6] 336,44 -856 336,44 -856 339,23 -576 339,55 -545
Tioredoxina W31A 345[21] 350,07 5,07 344,30 -0,70 351,94 6,94 34590 0,89
Melitina 346(6] 343,00 -3,00 34840 2,40 344,06 -1,94 34826 2,26
Fosfolipase A2 348(|44] 343,84 -4,16 346,10 -1,89 347,71 -0,29 348,65 0,65
Glucagon 352|27] 343,92 -8,08 353,25 1,25 34545 -6,55 355,32 3,32

VOILY1SOd1373 OVIVHIALNI VN SOAv3ISYd SOTIAON 'S OTNLIdYD

L6



CAPITULO 5. MODELOS BASEADOS NA INTERACAO ELETROSTATICA 98

A continuacdo apresenta-se o Modelo 5, baseado nas interacoes eletrostaticas do
benzeno completo e do pirrol incompleto com o ambiente (dgua + proteina). Este modelo

contém 3 pardmetros e tem a seguinte forma (Equagao 5.3.5):

Aem = E5" + BV X (Qpense) + 5" X (Qpyrs) (5.3.5)

sendo EF. EP e EB os parametros do modelo. Os termos Qen,c € Qpyri 580 0s preditores
do modelo e representam as interagoes eletrostaticas do benzeno completo - sistema (dgua +
proteina) e pirrol incompleto - sistema (a4gua + proteina), respectivamente. A média tomada
ao longo de uma simulagdo de dindmica molecular é representada pelo termo (). As (Qpenc) €
(Qpyri) para 19 proteinas foram calculadas e os valores estao na Tabela 5.3. Com esse conjunto
de dados se ajustaram os parametros do Modelo 5 (Tabela 5.6). Este modelo apresentou
um coeficiente de correlagdo e um desvio padrao dos ., preditos com respeito aos dados
experimentais de R? =0,69 e 6,31 nm, respectivamente. Entre as melhores e piores predicoes
do modelo temos as proteinas Ribonuclease T1 e Mioglobina, as quais apresentaram desvios da
predicao dos A.,, com respeito aos dados experimentais de ~-0,6 e ~13 nm, respectivamente.
As predicoes dos \.,, e os desvios com respeito aos dados experimentais das 19 proteinas usando
o Modelo 5 estao descritos na Tabela 5.5. Na Figura 5.5A mostra-se a correlagao entre os A,

preditos pelo modelo e os dados experimentais.

A decomposicao do Modelo 5 tomando em consideracao diferentes pesos para as in-
teragoes eletrostaticas com a agua e a proteina serdo considerados no Modelo 6 (Equacédo 5.3.6).

Essa decomposi¢ao aumenta o nimero de parametros para b,

N = FE™ 4+ FI 5 (Quenane) + FE 5 (Qrence) FI X Qo) + FI X (Qpur—pi) (5.3.6)

t t t t t A
sendo Fy, F*, FY”, FY” e F}* os parametros do modelo. Os termos Qpen—w.er Qben—p.cs
Qpyr—w,i € Qpyr—p,i Tepresentam as interacoes eletrostaticas do benzeno completo - 4gua, benzeno
completo - proteina, pirrol incompleto - dgua e pirrol incompleto - proteina, respectivamente.

A média tomada ao longo da simulagao de dindmica molecular esté representada pelo (). Os
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descritores Qven—w.c; Qven—p.e; @pyr—wi € Qpyr—p,i foram calculados para um conjunto de 19
proteinas e os seus valores estao na Tabela 5.3. Esse conjunto de dados foi usado para treinar
o Modelo 6 (Equagao 5.3.6), e os parametros estdo descritos na Tabela 5.6. A capacidade
preditiva do modelo foi melhorada com a introducao de mais pardmetros, com respeito ao
Modelo 5, sendo agora o coeficiente de correlacao e o desvio padrao dos ., preditos com
respeito aos dados experimentais de R? = 0,82 e 4,81 nm (Tabela 5.6). Na Tabela 5.5 estao
mostradas as predigoes dos A.,, das 19 proteinas do Modelo 6. Os A, das proteinas T4 Lisozima
W138Y W158Y e Azurina foram as melhores e piores predi¢oes do Modelo 6, respectivamente
(Tabela 5.5). Na Figura 5.5B esta mostrada a correlagao entre os A, preditos pelo Modelo 6

e 08 ey €xperimentais.

O modelo 7 baseia-se nas interagoes eletrostaticas do benzeno completo e pirrol
completo com o ambiente (4gua + proteina). A forma deste modelo esté detalhada na Equa-

¢ao 5.3.7,

Aem =GB + G2 X (Qpene) + G5 X (Qpyrc) (5.3.7)

sendo G, GP" e G5 os parametros deste modelo e os termos Qbenc € Qpyre as interagoes
eletrostaticas do benzeno completo - sistema (4gua + proteina) e pirrol completo - sistema (dgua
+ proteina), respectivamente. () representa a média de uma simulagao de dinAmica molecular.
Os valores médios das Qpen,c € Qpyr,c Para 19 proteinas foram calculados e estao mostrados nas
Tabelas 5.3 e 5.2, respectivamente. Esse conjunto de dados é usado para treinar o Modelo 7 e
os seus parametros encontram-se na Tabela 5.6. O coeficiente de correlagao e o desvio padrao
dos A, preditos com respeito aos dados experimentais do modelo sdo R? =0,59 e 7,27 nm,
respectivamente. As predi¢oes dos A, das 19 proteinas encontram-se na Tabela 5.5. A melhor
predicao corresponde ao A.,, da proteina Ribonuclease T1, sendo o desvio com respeito ao A.,,
experimental de ~-0,7 nm. Por outro lado, os maiores desvios, os quais foram da ordem dos
~13 nm, correspondem as predi¢oes dos A.,, das proteinas Azurina e Mioglobina. A Figura 5.5C

revela a correlagao entre as predicoes dos A.,, usando o Modelo 7 e os dados experimentais.

O Modelo 8 é uma variagao do Modelo 7, no qual as interagoes eletrostaticas com

a agua e a proteina sao tratadas com pesos diferentes. Isso fard com que a complexidade do
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modelo seja maior com respeito ao anterior (Equagao 5.3.8),

Aem = HE” + HY* X (Qven—w.c) + HE” X (Quen—p.c) HE" X (Qpyr-we) + HY” X (Qpyr—pe) (5.3.8)

sendo HE”, H HE", HY e HY" os parametros do Modelo 8. As interacoes eletrostaticas
entre o benzeno completo e a dgua (Qpen—w,.), 0 benzeno completo e a proteina (Qpen—pc), 0
pirrol completo e a agua (Qpyr—w.) € 0 pirrol completo e a proteina (Qpy,—p..) foram calculados
para um conjunto de 19 proteinas e os valores médios estao mostrados nas Tabelas 5.2 e 5.3.
Com esse conjunto de dados, o Modelo 8 é treinado e os seus parametros estao na Tabela 5.6.
O coeficiente de correlacao e o desvio padrao dos A, preditos com o Modelo 8 com respeito
aos dados experimentais sao R? = 0,75 e 5,68 nm, respectivamente. Na Tabela 5.5 estdo as
predicoes dos A, e os desvios com respeito aos dados experimentais das 19 proteinas usados
para construir o Modelo 8. O desvio das predi¢oes dos A, para as proteinas Azurina e Toxina
colérica B é de ~11 nm, sendo estes as piores predicoes do Modelo 8. Por outro lado, um
desvio de 0.08 nm foi observado para a proteina Tioredoxina W31A. Na Figura 5.5D mostra-se

a correlacao entre os A, preditos pelo modelo e os dados experimentais.

A decomposigao das interagoes eletrostaticas em seus componentes baseados nas
interacgoes indol - proteina e indol - 4gua demonstra sao as interagoes com as moléculas de agua
as que determinam os A, do triptofano. Similarmente, P.Callis demonstrou a importancia
das moléculas de adgua para a determinagdo dos A.,, [74] . Por outro lado, os modelos 3, 5 e
7 realizam a decomposicao das interagoes eletrostaticas baseados nas contribuicoes benzénicas
e pirrdlicas. Destes modelos ¢ o modelo 3, o qual considera ao benzeno incompleto e pirrol
completo, o que apresenta melhor capacidade preditiva (R* = 0.74, SD = 5.77). A relacao dos

parametros C/C5 é 3.58, sendo assim que o maior peso esta relacionado ao benzeno.
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Figura 5.5: Comprimento de onda de emissao de fluorescéncia experimental (A57P) versus o cal-
culado (A%%€) usando os modelos baseados nas interagdes eletrostaticas. A) Modelo 5: Baseado
nas interagoes eletrostaticas do benzeno completo - ambiente (4gua + proteina) e pirrol incom-
pleto - ambiente (dgua + proteina). B) Modelo 6: Baseado na decomposigao das interagoes
eletrostaticas do benzeno completo e pirrol incompleto com a 4dgua e a proteina. C) Modelo
7: Baseado nas interagoes eletrostaticas do benzeno completo - ambiente (dgua + proteina) e
pirrol completo - ambiente (d4gua + proteina). D) Modelo 8: Baseado na decomposigao das

interacoes eletrostaticas do benzeno completo e pirrol completo com a dgua e a proteina.



Tabela 5.5: Comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia experimentais e calculados do triptofano: AP

em

é o comprimento de

onda de emissdo de fluorescéncia experimental. A®~% e AA°~8) s3o o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado
e o desvio relativo ao valor experimental, respectivamente, usando os modelos baseados nas interagoes eletrostéaticas 5 ao 8. Os
comprimentos de onda e os desvios estao em nm.

Proteina Acap A0 AND NG ANG AT ANTD AR ANB)
Azurina 308[23] 318,88 10,88 318,00 10,00 321,29 13,29 319,21 11,21
Parvalbumina 316|6] 314,24 -1,76 316,71 0,71 314,52 -148 317,55 1,55
Mioglobina 321|6] 334,16 13,16 328,52 7,52 335,80 14,80 327,73 6,73
Ribonuclease T'1 328|27] 327,42 -0,58 326,13 -1,87 327,34 -0,66 327,62 -0,38
FKBP12 330[29] 322,00 -7,99 323,77 -6,23 321,01 -8,99 321,76 -8,24
T4-lisozima W126Y W138Y 330[31] 335,31 5,31 332,77 2,77 333,55 3,55 334,23 4,23
T4-lisozima W126Y W158Y 330[31] 332,27 2,27 323,68 -6,32 336,11 6,11 323,92 -6,08
T4-lisozima W138Y W158Y 330[31] 327,29 -2,71 330,30 0,29 327,84 -2,16 330,39 0,39
subtilisina Carlsberg 331[33] 332,70 1,70 333,65 2,65 33526 4,26 33549 4,49
Nuclease de estafilococo 334]5] 342,96 896 340,30 6,30 344,03 10,03 342,23 8,23
Che-Y 335[6] 329,26 -5,74 329,30 -5,69 331,57 -343 329,14 -586
a-Cobratoxina 340[6] 340,96 0,96 340,62 0,62 340,75 0,75 343,75 3,75
HSA 340[38] 336,73 -3,27 337,97 -2,03 335,63 -4,37 336,24 -3,76
Monelina 342[27] 338,06 -3,95 339,07 -2,93 337,70 -4,29 341,23 -0,77
Toxina colérica B 345|6] 336,84 -8,16 336,82 -818 33528 -9,72 33387 -11,13
Tioredoxina W31A 345[21] 350,41 5,41 344,66 -0,34 348,09 3,09 345,08 0,08
Melitina 346(6] 342,09 -3,91 34747 147 338,62 -7,38 34557 -0,43
Fosfolipase A2 348(|44] 344,43 -3,57 346,82 -1,18 341,68 -6,32 34547 -2,53
Glucagon 352|27] 344,97 -7,03 354,42 242 344,93 -7,07 350,53 -1,47
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Tabela 5.6: Modelos baseados nas interagoes eletrostaticas para a predi¢cao dos comprimentos
de onda de emiss@o de fluorescéncia (\.,,) do triptofano em proteinas por meio de simulagoes
de dinamica molecular. R? ¢ o coeficiente de correlacao quadratico de Pearson e SD é o desvio
padrao das predigoes com respeito aos dados experimentais. Qp, Qu, @p, Qven—is Qven—cs
prrfi; prTfth Qbenfi,wa Qbenfi,pa prrfi,wy prTfi,}ﬂ Qbenfc,wu Qbenfc,py prrfc,w € prrfc,p sao
as interagoes eletrostaticas entre o indol - ambiente (4gua + proteina), indol - 4gua, indol
- proteina, benzeno incompleto - ambiente (4gua + proteina), benzeno completo - ambiente
(dgua + proteina), pirrol incompleto - ambiente (4gua -+ proteina), pirrol completo - ambiente
(dgua + proteina), benzeno incompleto - dgua, benzeno incompleto - proteina, pirrol incompleto
- 4gua, pirrol incompleto - proteina, benzeno completo - dgua, benzeno completo - proteina,
pirrol completo - 4gua e pirrol completo - proteina, respectivamente. As unidades das interagoes
eletrostéticas sao kJxmol .

Modelo Descricao Equagao R? SD
1 Eletrostatico total Aem = 311 — 0,884 (Q7) 0,69 6,36
. Aem = 311 — 0,998 (Qu) +
2 Eletrostatico dgua/proteina 0,81 4,89
3 Eletrostéatico benzeno(i)/pirrol(c) (Qpeni) 0,74 5,77

- 07506 <pr7‘,C>
)\em =312 — 1,930 <Qben—w,i> +
— 1,263 (Qpen—p,i) +
— 0,602 <prr—’w,6> +

— 0,388 (Qpyr—p.c)

Aem = 312 — 1,031 en.c) 1
5 Eletrostatico benzeno(c) /pirrol(i) (Qrenc) 0,69 6,31

- 0,854 <prr,i>
)\em =312 — 17182 <Qben7w,c> +
— 0,763 —pe) T
6 Eletrostatico benzeno(c) /pirrol(i) (Qren—p.c) 0,82 4,81
- 07958 <prr—w,i> +

- 07549 <prr—p,i>
Aem = 315 — 0,529 (Qpen.c) +
7 Eletrostatico benzeno(c)/pirrol(c) 0,908 igb ' ; 0,59 7,27
- Y pyr,c

Xem = 315 — 0,719 (Qpen—w,c) +
— 0,608 (Qben—p,c) +
= L13(Qpyr—w,e) +
— 0,595 (Qpyr—p,c)

4 Eletrostatico benzeno(i)/pirrol(c) 0,85 4,45

8 Eletrostatico benzeno(c)/pirrol(c) 0,75 5,68




CAPITULO 5. MODELOS BASEADOS NA INTERACAO ELETROSTATICA 104

5.3.3 Robustez dos modelos

Todos os modelos desenvolvidos na subsecao anterior foram parametrizados usando
um conjunto de 19 proteinas. Com a finalidade de conhecer a capacidade preditiva dos modelos
com respeito a um dado desconhecido, ou simplesmente um dado nao usado na construgao do
modelo, é necessario de realizar testes de robustez. Na Subsegao 4.3.3 esses testes foram realiza-
dos para os modelos parametrizados baseados na SASA do indol. Nesta subsecao analisaremos
quanto sensivel é a capacidade preditiva dos modelos classicos parametrizados baseados nas

interacoes eletrostéticas em fungao dos dados de treinamento.

A robustez do primeiro modelo baseado nas interagoes eletrostaticas (Modelo 1) é
analisada a continuac¢ao. Os desvios, desvios médios e desvios maximos quando sao removidos
uma (k = 1), duas (k = 2) ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento estao disponiveis
na Tabela 5.7. Os desvios e desvios médios sao menores a 3 nm. Os maiores desvios corres-
pondem as proteinas que possuem )., baixos, como sao a Azurina e a Parvalbumina, sendo
de no maximo ~ 6 nm. Estes resultados indicam que os desvios das predigoes com respeito
aos dados experimentais observados para o Modelo 1 baseado nas interagoes eletrostaticas nao

estao associados ao conjunto de dados usados, senao que é proprio da limitacao do modelo.

A analise de robustez também sao aplicadas aos demais modelos baseados nas inte-

racoes eletrostaticas (Modelos 2 ao 8). A continuagao mostra-se um resumo desses resultados.

e Modelo 2: Os desvios e desvios médios quando sao removidos uma (k = 1), duas (k =
2) ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 3 nm. Os
maiores desvios sao de ~7 (Parvalbumina, T4-lisozima W126Y W158Y e Melitina) e 10
nm (Glucagon). Excetuando essas proteinas, os maiores desvios sdo menores que 6 nm.
Na Tabela C.1 encontram-se os desvios, desvios médios e desvios maximos da anélise de

robustez do Modelo 2.

e Modelo 3: Os desvios e desvios médios quando sdo removidos uma (k = 1), duas (k =
2) ou trés (kK = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 3 nm. Os
maiores desvios estao entre ~7 e 9 nm (HSA, T4-lisozima W126Y W158Y, Parvalbumina).
Excetuando essas proteinas, os maiores desvios foram menores que 6 nm. Na Tabela C.2

encontram-se os desvios, desvios médios e desvios méximos da andlise de robustez do
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Modelo 3.

e Modelo 4: Os desvios e desvios médios quando s@o removidos uma (k = 1), duas (k = 2)
ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sao menores que 6 nm. Os maiores
desvios estao entre ~9 e 13 nm (T4-lisozima W126Y W158Y e Glucagon). Na Tabela C.3
mostra-se os desvios, desvios médios e desvios maximos da anélise de robustez do Modelo

4.

e Modelo 5: Os desvios e desvios médios quando sdo removidos uma (k = 1), duas (k = 2)
ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 3 nm. Os maiores
desvios sdo de ~7 e 11 nm (Parvalbumina e HSA). Excetuando essas proteinas, os maiores
desvios foram menores que 6 nm. Na Tabela C.4 mostra-se os desvios, desvios médios e

desvios méaximos da analise de robustez do Modelo 5.

e Modelo 6: Os desvios e desvios médios quando s@o removidos uma (k = 1), duas (k = 2)
ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 4 nm. O maior
desvio é de ~16 nm e corresponde ao Glucagon. Na Tabela C.5 mostra-se os desvios,

desvios médios e desvios maximos da analise de robustez do Modelo 6.

e Modelo 7: Os desvios e desvios médios quando sao removidos uma (k = 1), duas (k = 2)
ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 5 nm. Os maiores
desvios sao de ~9 e 14 nm, os quais correspondem as proteinas Parvalbumina e HSA,
respectivamente. Excetuando essas proteinas, os maiores desvios foram menores que 7 nm.
Na Tabela C.6 encontram-se os desvios, desvios médios e desvios maximos da anélise de

robustez do Modelo 7.

e Modelo 8: Os desvios e desvios médios quando sdo removidos uma (k = 1), duas (k = 2)
ou trés (k = 3) proteinas dos dados de treinamento sdo menores que 6 nm. Os maiores
desvios estao entre ~9 e 12 nm (Parvalbumina, Glucagon e T4-lisozima W126Y W158Y).
Na Tabela C.7 encontram-se os desvios, desvios médios e desvios maximos da anéalise de

robustez do Modelo 8.
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Tabela 5.7: Robustez do Modelo 1 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A\°%¢ ¢ o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 proteinas como dados de treinamento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AX4¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méaximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 1 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina Acale  Apcale(1) ANle(2)  ANSe(3)
Azurina 318,00 2,73 2,74(3,76)  2,73(5,00)
Parvalbumina 313,86 -0,97 -0,95(-4,24) -0,93(-6 62)
Mioglobina 33387 0,72 0,72(1,59)  0,73(2,10)
Ribonuclease T1 326,80  -0,11 -0,11(1,76)  -0,11(2,79)
FKBP12 32212 -1,34  -1,35(-2,89) -1,35(-4,43)
Td-lisozima WI26Y WI38Y 33638 037  0.38(114)  0,38(1,92)
T4-lisozima W126Y W158Y 332,36 0,14 0,14(1,19) 0,14(2,09)
T4-lisozima W138Y W158Y 328,02  -0,17  -0,17(1,49) -0,17(-2,50)
subtilisina Carlsberg 332,88 0,11 0,11(1,08)  0,11(1,98)
Nuclease de estafilococo 342,66 0,93 0,94(2,17)  0,94(3,16)
Che-Y 328,70 049  -0,49(-1,52) -0,49(-2,88)
a-Cobratoxina 340,00 001  0,02(0,88)  0,02(2,04)
HSA 338,91 -0,08  -0,07(-0,88) -0,07(1,71)
Monelina 338,17 <025  -0,25(-1,03) -0,25(-1,72)
Toxina colérica B 336,44  -049  -0,49(-1,18) -0,49(-1,72)
Tioredoxina W31A 350,07 1,34 1,34(3,20)  1,34(4,46)
Melitina 34300  -034  -0,34(-1,47) -0,33(-2,35)
Fosfolipase A2 343,84 <051 -0,51(-1,73) -0,50(-2,60)
Glucagon 343,92 1,01 -1,00(-1,74) -0,99(-2,61)

5.4 Conclusoes

A variabilidade dos A, do triptopfano foi investigada por Vivian e Callis (2004),
os quais usando calculos de estrutura eletronica, determinaram que a introducao das cargas do
ambiente (d4gua + proteina) nos calculos das transigoes eletronicas do indol sdo necessarias para
computar corretamente os A.,,. Esse modelo teve um bom desempenho, sendo o desvio padrao
das predi¢oes com respeito aos dados experimentais de 6,87 nm, e o quadrado do coeficiente de
correlacao de Pearson obtido foi de R? = 0,69. No entanto, a aplicacdo desse método requer
conhecimento e experiéncia para a determinacao correta das transicoes eletronicas responsa-
veis pela fluorescéncia. Adicionalmente, os calculos de estrutura eletronica requerem uso de

programas especificos e recursos computacionais que possam garantir o funcionamento desses
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programas. Essas limitacoes fazem com que este método nao possa ser usado amplamente pela

comunidade experimental.

As cargas dos 4tomos na vizinhanca do triptofano, como foi apontado por Vivian e
Callis (2004), jogam um papel fundamental na estabilidade do estado excitado L,, e portanto
na determinacao dos A.,, do triptofano. As interacoes eletrostaticas sao facilmente computadas
a partir das simulacoes de dinamica molecular, assim podem ser usadas no desenvolvimento
de modelos classicos parametrizados. O primeiro modelo, baseado nas interagoes eletrostaticas
entre o indol e o ambiente (4gua + proteina), teve um desempenho com um SD = 6,36 nm e R?
= 0,69, portanto teve uma capacidade preditiva similar a do modelo desenvolvido por Vivian
e Callis (2004). Esse resultado é satisfatorio porque com um modelo classico conseguimos
obter estimativas de ., tao boas quanto as feitas com os métodos baseados em primeiros
principios. Neste primeiro modelo, os pesos das contribuicoes das cargas dos atomos da agua e
dos aminoécidos sao iguais. Devido a que o comportamento das moléculas de agua e proteina
sao diferentes durante o processo de relaxamento do estado excitado, é necessario tratar essas
duas componentes de maneira diferente. Assim, o segundo modelo baseado nas interacoes
eletrostaticas propoe diferentes pesos para as interac¢oes eletrostaticas entre o indol - agua e
indol - proteina. O desempenho deste modelo foi de SD = 4,89 nm e R? = 0,81; sendo superior
ao desempenho do modelo desenvolvido por Vivian e Callis (2004). Este modelo classico, com
apenas trés parametros, conseguiu ter uma 6tima capacidade preditiva dos ., do triptofano
em proteinas. Adicionalmente seis modelos alternativos baseados nas interagoes eletrostaticas
foram desenvolvidos. Estes tltimos modelos tiveram entre 3 e 5 parametros, sendo o melhor

desempenho associado a um SD = 4,45 nm e R? — 0,85.

Com os modelos parametrizados apresentados e desenvolvidos neste trabalho, é pos-
sivel de computar os comprimentos de onda de emissao de fluorescéncia do triptofano em
proteinas a partir de simulagoes de dinamica molecular. Devido & simplicidade dos modelos e
do seu uso, estes resultados apresentam-se como uma metodologia répida e pratica, que pode

auxiliar na interpretagao dos dados experimentais.
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Capitulo 6

Simulacoes de dinamica molecular da
anisotropia de fluorescéncia resolvida

no tempo da subtilisina Carlsberg

6.1 Introducao

6.1.1 Estrutura e funcao da enzima subtilisina Carlsberg

A subtilisina Carlsberg (sC), também conhecida como subtilisina A, subtilopepti-
dase A ou alcalase, pertence ao grupo de enzimas conhecidas como subtilases [86]. A maioria
destas enzimas sao sintetizadas como pré-proé-enzimas, as quais sao transportadas extracelular-
mente via peptideo sinal, para logo serem clivadas e formarem o peptideo maduro. O tamanho
do peptideo maduro varia de ~226 a 1775 aminoacidos [87]. Este grupo de enzimas é carac-
terizado pela sua funcao de serina-proteases, e pela presenca de um sitio catalitico composto
dos aminoécidos de histidina (His), asparagina (Asp) e serina (Ser) [88]. Particularmente, a sC

esta composta de 274 residuos [89].

A estrutura tridimensional da sC foi determinada ae 2,5 A de resolucao e encontra-se
depositada na base de dados do Protein Data Bank com o codigo de acesso 1SBC [32]. Na sua
estrutura secundéria possui elementos de « hélices, folhas 8 e uma triade catalitica composta

dos aminoacidos Asp32, His64 e Ser221 (Figura 6.1).

As carateristicas da subtilisina Carlsberg, como a sua alta estabilidade em diversos
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Figura 6.1: A) Representacdo esquematica da estrutura secundaria da enzima subtilisina
Carlsberg (sC). As a-hélices estao representadas por cilindros azuis, as folhas-§ como flechas
vermelhas. As regices conservadas (linhas continuas em cinza) e variaveis (linhas descontinuas
em cinza) estao mostradas de acordo ao reportado por Siezen, et al. para a familia das subtilases
[86]. B) Estrutura cristalografica da enzima subtilisina Carlsberg (PDB id. 1SBC) mostrando
as a-hélices (cilindros azuis) e folhas-f (flechas vermelhas), assim como a triade catalitica,
Asp32, His64 e Ser221 (verde).

solventes, condi¢oes de pH e na presenca de detergentes, assim como sua capacidade de reconhe-
cer diversos substratos, fazem que seja amplamente usada na industria. Entre as aplicagoes,
por citar algumas, temos produtos limpadores de lentes de contato, produtos de limpeza de

superficies, tratamento de dgua, suplementos digestivos e processamento de alimentos [90].

6.1.2 Fluorescéncia da subtilisina Carlsberg

A subtilisina Carlsberg possui na sua estrutura um tnico residuo de triptofano, o
qual esta localizado na posi¢ao 113 (Trp113) [32]. A presenca desse residuo faz com que os
estudos por fluorescéncia sejam possiveis. Os espectros de fluorescéncia do Trp113 da sC foram
reportados por diversos autores, sendo que o comprimento de onda méaximo de emissao de

fluorescéncia (A.,,) mostrou-se bastante variavel:
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e 322 nm, segundo Willis e Szabo (1989) [17],

e 331 nm, segundo Bayley et al. (1989) [33],

351 nm, segundo Pal et al. (2002) [91],

355 nm, segundo Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e

360 nm, segundo Shaw e Pal (2007) [93].

Essa variabilidade observada pode ser entendida como sendo produto de conforma-
¢oes preferenciais da proteina nas proximidades do Trpl113, as quais estariam sendo amostradas
de forma distinta em cada condi¢ao experimental especifica. Assim, baixos valores de A, cor-
respondem a conformagoes nas quais o Trpl13 da sC esta localizado preferencialmente em um
bolsao hidrofébico, enquanto que maiores valores de A, indicam uma exposicao completa do
Trpl113 ao solvente [74, 94|. Agora vamos a discutir, brevemente, sobre os experimentos de
fluorescéncia do Trp da sC obtido por Willis e Szabo (1989) [17], Bayley et al. (1989) [33], Pal
et al. (2002) [91], Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e Shaw e Pal (2007) [93].

Tabela 6.1: Condicoes experimentais das medidas de fluorescéncia do Trpl13 da subtilisina
Carlsberg. A proteina sC foi adquirida comercialmente e passos de purificagao foram realizados
antes de realizar as medidas de fluorescéncia. HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia).
FPLC (Cromatografia liquida de proteina rapida). A, e Aep, s@o os comprimentos de onda de
excitacao e emissao, respectivamente.

Autor Purificagao Solucao Aex (nm) Ay (nm)
< 50uM de sC em 905 311
Willis e Szabo (1989) [17] HPLC 10mM tampao fosfato, 200 299

pH 6.2, 63 mM NaCl
10uM de sC em
Bayley et al. (1989) [33] FPLC 100mM tampao fosfato, 300 331
pH 7.0
400puM de sC em
Pal et al. (2002) [91] — 100mM tampao fosfato, 296 351
pH 7.0

Lakshmikanth e 20-200uM de sC em

Krishnamoorthy (1999) [92] — 20mM tampao fosfato, 295 355
pH 7.0
Shaw e Pal (2007) [93] - momMpb}‘Ilﬂ;eg fostato, 299 360

Segundo Willis e Szabo (1989) [17], a sC é uma proteina que possui um triptofano

com rendimento quantico baixo, devido a isso as tirosinas teriam uma maior contribuicao nos
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espectros de fluorescéncia quando os comprimentos de onda de excitagdo (A.;) s80 menores que
300 nm. Na Tabela 6.1 observa-se como varia o A, em funcao do comprimento de onda de
excitacao. Uma excitagao com A, = 300 nm garante que o espectro de fluorescéncia tenha
unicamente a contribui¢do do triptofano [17]. Outro fato adicional, que Willis e Szabo (1989)

reportaram, foi a presenca de autodlise da sC nas seguintes condic¢oes:
e Quando a proteina apoés purificada é armazenada por um periodo maior a 24 horas, e
e em solucoes com concentragoes de sC maiores a 50uM.

Essa autolise seria a responsavel pelo aumento do comprimento de onda de emissao,

passando de 322 nm para 340 nm [17].

Bayley et al. (1989) também alertaram para a possibilidade de autodlise da sC,
sendo que concentragoes de 10uM da enzima mostraram pequenas mudangas na fluorescéncia
num periodo de 20 horas a 20°C [33|. Adicionalmente, analisando espectros de dicroismo
circular (CD), Bayley et al. (1989), determinaram que concentragoes elevadas de sC (~100uM)
provocam autoélise da proteina, fazendo com que 30-35% da intensidade de CD seja perdida

num intervalo de tempo de 5 horas.

Os outros trés trabalhos, Pal et al. (2002) [91], Lakshmikanth e Krishnamoorthy
(1999) [92] e Shaw e Pal (2007) [93], reportaram valores elevados do A, do Trp113 da sC, os
quais indicariam que o triptofano encontra-se exposto ao solvente (Tabela 6.1). Estes autores
usaram a proteina sC dissolvendo-a na solucao tampao diretamente sem passar por nenhum
passo de purificagao prévio. Pal et al. (2002) prepararam solugoes estoques de 400uM e usaram
comprimentos de onda de excitagdo de 296 nm [91]. Portanto, é possivel que as medidas de
fluorescéncia reportadas por Pal et al. (2002) tenham sido afetadas pela autolise da enzima,
além da forte contribuicao das tirosinas ao espectro de fluorescéncia. Nos experimentos de
Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999), a proteina foi estabilizada na solugdo tampao por
varias horas antes do inicio das medidas de fluorescéncia, indicando também uma possivel
autolise da sC. Por outro lado, Shaw e Pal (2007) 93] realizaram experimentos de dicroismo
circular e teste de atividade catalitica da enzima sC demonstrando que a proteina tem estrutura
secundaria e é ativa. Isso faz pensar que a estrutura da proteina esta preservada, ao menos

em certo grau, e que a emissao elevada do Trpl13 é devida a uma conformacao preferencial



CAPITULO 6. SIMULACOES DA ANISOTROPIA DA SUBTILISINA CARLSBERG 112

amostrada no experimento e nao a presenca de autélise. Adicionalmente, Shaw e Pal (2007)

[93], usaram um A, de 299 nm, o qual excitara especificamente o residuo de triptofano.

Na Tabela 6.1 mostram-se resumidamente as condigoes experimentais, assim como

os comprimentos de onda de emissao reportados para a sC.

6.1.3 Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo da subtilisina

Carlsberg

A dindmica reorientacional do residuo Trp113 da enzima subtilisina Carlsberg (SC)
foi reportada por dois grupos de pesquisa, de maneira independente, sendo o primeiro deles
Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e ou segundo Shaw e Pal (2007) [93]. A continuagao
vamos descrever, brevemente, os resultados desses experimentos. Maiores detalhes, sobre esses

resultados experimentais serao fornecidos na Secao 6.3.

Como foi mencionado anteriormente, na Subsec¢ao 6.1.2, ambos grupos reportaram
valores de A, entre 355 - 360 nm para o espectro de fluorescéncia do Trp113 da sC. Esse valor
de A, foi usado como comprimento de onda fixo para seguir a dinamica reorientacional do
Trpl113 da sC. Apesar de ambos grupos terem reportado o decaimento de anisotropia como um

decaimento bi-exponencial, a forma dos decaimentos foram muito diferentes.

Segundo Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] os tempos de reorientacao
da componente rapida e lenta do decaimento sao de 0,17 e 3,50 ns, respectivamente. A con-
tribuicao da componente rapida no decaimento de anisotropia correspondeu a 90%, motivo
pelo qual Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) observam uma despolariza¢ao completa da

fluorescéncia nos primeiros nanosegundos.

Por outro lado, Shaw e Pal (2007) [93| reportaram um decaimento rapido de 0,469 ns,
enquanto que o decaimento lento nao é bem resolvido (em torno de 10-100 ns). A despolarizacao

da fluorescéncia nao chega a ser completa na escala de tempo do experimento.

Essa divergéncia entre os dados experimentais gera confusao e dividas sobre o que
realmente esté acontecendo o ponto de vista molecular. Com a finalidade de ajudar na compre-

ensao da dinamica reorientacional do Trpl113 da sC, simulagoes de dindmica molecular foram
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realizadas. Com as trajetorias geradas, decaimentos de anisotropia de fluorescéncia foram cal-

culados e comparagoes aos dados experimentais foram possiveis.

6.2 Metodologia

6.2.1 Simulacoes de dinamica molecular

A estrutura cristalografica da enzima subtilisina Carlsberg (sC) encontra-se deposi-
tada na base de dados PDB, com o c6digo de acesso 1SBC [32]. As dguas presentes na estrutura
cristalografica foram mantidas. Esta estrutura sera considerada como ponto de partida das si-
mulagoes de dindmica molecular da sC com o Trpl13 parcialmente protegido ao solvente. A
solvatagao da sC foi realizada com o software Packmol [54, 55|, considerando como modelo de
dgua o TIP3P [75]. Ions de sédio e cloro foram adicionados ao sistema com a finalidade de deixa-
los neutros. A proteina, agua e fons foram simulados usando o campo de forca CHARMM22

[65, 66, 67]. Condigoes periddicas de contorno foram usadas nas simulagoes.

Todas as simulacoes foram executadas nas seguintes condi¢oes: ensemble NPT a 1
atm de pressao e 298.15 K de temperatura, com um passo de tempo de 2 fs. Para controlar
a temperatura e a pressao, foi acoplado um banho de Langevin com coeficiente de friccao de
10 ps~! e o algoritmo de Nosé-Hoover com periodo de oscilacao do pistao de 200 fs e taxa
de decaimento de 100 fs. O método de Particle Mesh Ewald Sum foi usado para calcular as

interacoes eletrostéticas de longo alcance.
Os sistemas foram equilibrados como segue:

e 1000 passos de minimizacao usando o método de gradientes conjugados, seguidos de uma

simulagao dindmica molecular de 200 ps considerando todos os atomos da proteina fixos;

e 500 passos de minimizacao usando o método de gradientes conjugados, seguidos de uma

simulagao dindmica molecular de 200 ps considerando os 4tomos Ca da proteina fixos; e
e 2 ns de uma simulacao dinamica molecular sem nenhuma restrigao.

O primeiro passo da equilibragao permite relaxar apenas o solvente em torno da

proteina. O segundo passo, permitire relaxar adicionalmente as cadeias laterais da proteina.
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No tltimo passo, o sistema inteiro (dgua + proteina) sdo relaxados. As estruturas finais do
processo de equilibragao foram consideradas como as configuragoes de inicio das simulagoes de
dindmica molecular de produgao, isto é a partir das quais as analises foram feitas. O software
usado para as simulagoes de dindmica molecular foi o NAMD [76]. O tempo de produgao das

simulagoes foi de 20 ns.

A estrutura subtilisina Carlsberg com o Trp113 completamente exposto ao solvente
foi obtida pela realizacao de uma simulagao de 10 ns da proteina cristalografica no vacuo,
mantendo todos os atomos fixos exceto os do residuo Trpl13, a uma temperatura de 815K.
Esta simulagao amostrou de maneira essencialmente aleatoria as conformacoes da cadeia lateral
do Trp, enquanto que a proteina como um todo permaneceu estatica. Uma estrutura com o
residuo Trpl13 exposto ao solvente foi selecionada como estrutura de inicio para as simulagoes
de dindmica molecular. Essas simulagoes amostraram, inevitavelmente apds os primeiros ns
de simulacao, conformagoes com o Trpll3 parcialmente protegido. Isso é devido a que a
estabilidade da conformagcao da sC com o Trpl13 parcialmente protegido é maior comparada a
estabilidade da conformagao com o Trpl13 exposto ao solvente. Para manter o Trpl13 da sC
exposto ao solvente durante todo o tempo das simulagoes, foi necessario definir uma restrigao
conformacional. A distancia entre os atomos Ala29-CS e Trp113-CZ3 foi restringida, de forma
a manter uma distAncia minima de 12 A. A implementacio das simulagdes com restricoes
conformacionais serao feitos usando as simulagoes ABF, o qual sera explicado na Subsecao

seguinte (Subsecao 6.2.2).

6.2.2 Simulacoes ABF

A metodologia ABF (Adaptive Biasing Forces molecular dynamics) é uma técnica
que permite explorar regioes de dificil acesso da superficie de energia potencial. Esta metodolo-
gia esté disponivel no programa NAMD [76]. A metodologia permite a determinagao de perfis
de energia livre ao longo de coordenadas de reacao definidas pelo investigador. No entanto,
Nno NOSSO €aso, apenas usamos sua implementacao para introduzir as restricoes que mantém
a cadeia lateral do Trp exposta ao solvente. Nas simulacoes ABF, a coordenada de reacao
introduzida consistiu nas distdncias minima e maxima entre o dtomo CfS do residuo Ala29 e

o atomo CZ3 do Trpl13 como sendo de 12 A e 100 A, respectivamente. Com a finalidade
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de garantir que os limites minimos e maximos sejam respeitados, nas simulacoes ABF foram
definidos potenciais semi-harménicos constantes com uma constante de forca de 50 kcal mol ™!
A2, Normalmente numa simulacio ABF uma forca externa é aplicada na coordenada de rea-
¢ao com a finalidade de facilitar a amostragem. No nosso caso, nenhuma forca foi introduzida
nas simulacoes ABF, devido a que o tempo de amostragem antes de comecar aplicar a forca
fol muito maior ao tempo total da simulacao, ja que nossa intencao é de observar a dinamica
do Trpl13 da sC exposto ao solvente determinado unicamente pelas interacoes deste com o
sistema. Os parametros das simulagoes ABF foram similares aos descritos anteriormente para

as simulacoes de dinamica molecular.

6.2.3 Calculos do ).,

Os Ay do Trpll3 da sC foram calculados a partir das simulagoes de dindmica
molecular usando os modelos parametrizados desenvolvidos nos Capitulos 4 e 5. Os modelos
baseados na SASA do benzeno/pirrol (Modelo 2 da Tabela 4.3) e nas interagoes eletrostaticas
do indol com a agua/proteina (Modelo 2 da Tabela 5.6) foram usados. O computo da area
acessivel ao solvente (SASA) do benzeno incompleto e do pirrol completo foram realizados
no programa VMD [77]. As interagdes eletrostaticas entre o indol e a dgua/proteina foram

computados com programa MDAnalysis [85].

6.2.4 Calculos dos decaimentos da anisotropia de fluorescéncia

Como foi explicado no Capitulo 1, a dependéncia temporal do decaimento da ani-
sotropia de fluorescéncia pode ser escrita em termos da funcao de correlagao temporal entre
os momentos e dipolo de absorgao e emissao do fluoréforo (Equagao 1.3.9). Isto faz com que
seja possivel reproduzir os decaimentos de anisotropia de fluorescéncia experimentais usando

as simulacoes de dinamica molecular totalmente classicas.

O termo que aparece no lado direito da Equacao 1.3.9 pode ser estimado a partir
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da média temporal calculada ao longo da simulacao para intervalos de tempo t,,.

1
N —-—m

im Papta(tn) - pe(tn + tm)] (6.2.1)

n=1

(P2[pa(0) - pre(tm)]) &=

onde i, € e, definidos para os instantes de tempo t,, e t,, +t,,, respectivamente, sao calculados
a partir das trajetorias de dinamica molecular. N representa o ntmero total de estruturas
amostradas na simulacao de dindmica molecular. Os termos ¢, e t,, correspondem aos tempos
da n-ésima estrutura e a intervalo de tempo ap6s m estruturas, dentro do conjunto de estruturas
amostradas por uma tnica simulagao de dindmica molecular. O momento de dipolo de absor¢ao
do indol usado no presente trabalho corresponde ao do estado L, [49]. O vector do estado L,
foi definido como o vector que tem como inicio o punto médio entre os carbonos Cd2 e C£2, e
fim o nitrogénio da grupo indol do triptofano. O angulo formado entre os dipolos de absorgao

e emissao ¢ dado pela Equagao 1.3.5. O valor experimental de r foi extraido dos experimentos

de Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e Shaw e Pal (2007) [93].

6.3 Resultados e discussoes

6.3.1 Decaimento da anisotropia do triptofano livre em agua

Nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo, a emissao é
medida em um comprimento de onda previamente definido, que geralmente corresponde ao
méaximo de intensidade do espectro de fluorescéncia (M., ). Isso permite observar a dinamica
reorientacional da conformacao de fluoréforos de maior populagao ou de maior rendimento

quantico. Naturalmente, esta escolha é feita porque aumenta a sensibilidade do experimento.

O comprimento de onda de emissao usado para registrar experimentalmente os de-
caimentos de anisotropia de fluorescéncia do triptofano livre em agua foi de 360 nm [92]. Esse
valor correspondeu ao A.,, do espectros de fluorescéncia do Trp livre em &gua reportado por
Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) (Figura 6.2A) [92]. Resultados similares foram obser-

vados por outros autores 95, 96].

Os A¢;n, do Trp podem ser calculados a partir das simulagoes de dindmica molecular,

gragas ao desenvolvimento dos modelos parametrizados descritos nos Capitulos 4 ¢ 5. O A, do
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Trp livre em agua foi computado para cada passo das simulacoes de dindAmica molecular usando
os modelos parametrizados baseados na SASA do benzeno/pirrol e nas interagdes eletrostaticas
do indol com a dgua/proteina. A distribuigao dos A, de cada passo é mostrada na Figura 6.2A
e B. O valor maximo dessas distribui¢coes corresponde ao A.,, calculado. Os A\, calculados
foram de 364 e 342 nm para os modelos baseados na SASA do benzeno/pirrol e nas interagoes
eletrostaticas do indol com a agua/proteina, respectivamente (Tabela 6.2). Os valores sao
muito préximos dos valores usados no experimento de anisotropia de fluorescéncia resolvida no
tempo, e portanto podemos dizer que as simulagoes de dinadmica molecular do Trp em agua

estao amostrando as conformagoes usadas no experimento.

O decaimento da anisotropia de fluorescéncia do Trp livre em agua é de natureza
mono-exponencial, ou seja nao apresenta heterogeneidade, com tempos de reorientacao da or-
dem dos 46 [97] ou 60 ps [92], dependendo das condigoes experimentais. O decaimento de
anisotropia experimental do Trp livre em dgua reportado por Lakshmikanth e Krishnamoorthy

(1999) [92], é mostrado na Figura 6.2C.

A partir das simulagoes de dindmica molecular do Trp livre em agua, calculamos os
decaimentos de anisotropia de fluorescéncia (Figura 6.2C). O decaimento calculado do Trp em
agua foi ligeiramente mais rapido que o experimental. Segundo o modelo de decaimento mono-
exponencial, o tempo de reorientacao calculado do Trp em agua é de 30 ps. Esse resultado é
proximo aos reportados pelos experimentos, e portanto valida nossa metodologia para calcular
os decaimentos de anisotropia por meio de simulagoes de dinamica molecular. Os decaimentos
calculados por dindmica molecular sao geralmente mais rapidos comparados aos experimentais
devido a que o modelo de agua TIP3P usado nas simulagdes tem um comportamento difusivo

acelerado [51, 75, 98]

6.3.2 Decaimento da anisotropia de fluorescéncia do Trpl13 da

subtilisina Carlsberg parcialmente protegido

A proteina sC possui um tnico residuo de triptofano na sua estrutura, e isso faz com
que seja um alvo a ser estudado pelas técnicas de fluorescéncia. O espectro de fluorescéncia

experimental do Trpl113 da sC reportado por Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e
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Figura 6.2: Fluorescéncia do Trp livre em agua. As distribui¢oes dos A, do Trp em agua
foram calculados segundo os modelos parametrizados baseados na A) SASA do benzeno/pirrol
e B) interagao eletrostatica do indol com o sistema (dgua -+ proteina). C) Anisotropia de
fluorescéncia resolvida no tempo do Trp livre em agua Os dados experimentais e calculados
estao desenhados em azul e vermelho, respectivamente.

Shaw e Pal (2007) [93] determinaram o A, sendo de 355 e 360 nm, respectivamente (Figura 6.4
e Tabela 6.3). O valor do A, indica que, na conformagao mais provavel, o Trp113 encontra-se

completamente exposto ao solvente.

Observando a estrutura cristalografica da sC, nota-se que o Trp113 encontra-se par-
cialmente protegido do solvente (Figura 6.3A e B) [32]. A distancia entre o atomo CZ3 do
Trpl13 e o atomo CJ3 da Ala29 ¢ de ~5 A na estrutura cristalografica. Simulacdes de dinamica
molecular tomando como ponto de partida a estrutura cristalografica s6 foram capazes de amos-
trar as conformagoes do Trpl13 parcialmente protegido do solvente, e durante todo o tempo
das simulacoes as distancias entre os dtomos Ala29-CS e Trp113-CZ3 se mantiveram em torno
de ~5 A. Essas simulacoes foram usadas para os calculos dos A, e da dindmica reorientacional

do Trpl113 em sua conformacao cristalografica.
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Tabela 6.2: Parametros experimentais e calculados da anisotropia de fluorescéncia resolvida
no tempo do triptofano livre em &gua. M., é o comprimento de onda usado para registrar
os decaimentos de anisotropia. O A, foi calculado usando ( o modelo baseado na SASA
do benzeno/pirrol e ) nas interacdes eletrostaticas do indol com a agua/proteina. O modelo
mono-exponencial usado para o ajuste do decaimento da anisotropia de fluorescéncia é: r(t) =
ro x e{=4/™) sendo 71 o tempo de reorientacao do fluoréforo. Os A, calculados correspondem a
média dos comprimentos de onda calculados a partir de 30 simulagoes de dinamica molecular.
O ajuste exponencial da anisotropia foi aplicado & média das 30 curvas de decaimento de
anisotropia de fluorescéncia calculadas a partir das simulagoes de dinamica molecular.

Molécula Aem (nm) 70 71 (ns)
Experimental 360 [92] 0,20 0,06
P 340 [97] 0,19 0,046

364,44 + 0,30 ¢

Calculado 343.68 + 2,03 1

0,19 0,03

Figura 6.3: A) Conformagao da enzima subtilisina Carlsberg com o Trp113 parcialmente pro-
tegido do solvente. B) Representacao da acessibilidade ao solvente do residuo Trpl13. C)
Representagao da distancia caracteristica entre os atomos Ala29-Cf3 e Trp113-CZ3 na confor-
magao da sC com o Trp113 parcialmente protegido do solvente (~5 A).

Usando os modelos parametrizados baseados na SASA do benzeno/pirrol e nas inte-
ragoes eletrostaticas do indol com a dgua/proteina foram computados os ., instantaneos para
cada estrutura gerada nas trajetorias da sC, e suas distribui¢des sao mostrados na Figura 6.4A
e B, respectivamente. Observa-se uma dissimilaridade entre os \.,, calculados e experimentais

(Tabela 6.3). Os valores de A, do Trpl13 da sC calculados usando os modelos baseados na
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SASA do benzeno/pirrol e nas interagoes eletrostaticas do indol com dgua/proteina foram de
332,93 nm e 331,35 nm, respectivamente. Esses valores sao ~25 nm menores com respeito aos

Aem €xperimentais (Tabela 6.3).

Vivian e Callis (2004), usando também a estrutura cristalografica da sC como ponto
de partida das simulagoes hibridas QM-MM, determinaram o A, sendo de 337 nm [74]. Por-
tanto, podemos dizer que as simulagoes, usando as estruturas cristalograficas como ponto de

partida, estao amostrando conformacoes do Trp113 diferentes das amostradas no experimento.
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Figura 6.4: Fluorescéncia da conformagao da subtilisina Carlsberg com o residuo Trpl13
parcialmente protegido do solvente. A) e B) Espectros de fluorescéncia experimentais (azul)
e distribuigbes dos A, calculados (vermelho) do Trpl13 da sC em agua. Os célculos dos
Aem foram feitos usando o modelo parametrizado baseado na SASA do benzeno/pirrol (em A)
ou o modelo baseado nas interacoes eletrostaticas do indol com a agua/proteina (em B). C)
Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo do Trpl13 da sC em agua. As curvas azuis
continuas e tracejadas correspondem aos dados experimentais reportados por Lakshmikanth e
Krishnamoorthy (1999) [92] e Shaw e Pal (2007) [93], respectivamente.

Os decaimentos de anisotropia de fluorescéncia do Trp113 da sC foram computados
a partir das simulacoes tomando como ponto de partida a sua estrutura cristalografica. O ob-
jetivo destes célculos é comparar esses decaimentos com os dados experimentais reportados por

Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92] e Shaw e Pal (2007) [93]. Segundo, Lakshmikanth
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e Krishnamoorthy (1999), o decaimento da anisotropia do Trp113 da sC esta caracterizado por
um comportamento bi-exponencial, com tempos de reorientacao de 0,17 e 3,50 ns para a com-
ponente rapida e lenta, respectivamente (Tabela 6.3) [92]. Por outro lado, Shaw e Pal (2007),
reporta tempos de reorientacao de 0,469 ns para a componente rapida e em torno de 10-100 ns
para a componente lenta (Tabela 6.3) [93]. Os decaimentos experimentais estdo mostrados na

Figura 6.4C.

A anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo calculada a partir das simulagoes
de dindmica molecular da conformagao com o Trpl13 parcialmente protegido do solvente da
sC é mostrada na Figura 6.4C. A comparacao visual com respeito aos dados experimentais,
nos indica que os decaimentos calculados foram muito lentos comparados aos decaimentos
experimentais. Essa discordancia entre dados experimentais e calculados pode ser explicada
pela diferenca de conformagoes que estariam sendo amostradas no experimento e nas simulagoes.
As conformacoes amostradas nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia correspondem
a um A, entre 355 e 360 nm, enquanto que as conformacoes amostradas nas simulagoes de

dindmica molecular correspondem a um A, ~ 331 nm.

De acordo com a acessibilidade ao solvente do Trp, podemos estabelecer o seguinte:
As conformagoes do Trp113 da sC amostradas nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia
resolvida no tempo correspondem a conformagoes onde o triptofano estd completamente exposto
ao solvente; enquanto que as amostradas nas simulagoes correspondem a conformacoes do
triptofano parcialmente protegido do solvente. Portanto, é de se esperar que calculos dos
decaimentos de anisotropia de fluorescéncia partindo das conformacoes corretas do Trpl113 da

sC possam ter maior concordancia com dados experimentais.

6.3.3 Decaimento da anisotropia de fluorescéncia do Trpl13 da

subtilisina Carlsberg completamente exposto ao solvente

Em vista dos tempos de decaimento obtidos para o Trp na conformagao cristalogra-
fica, a reproducao dos resultados experimentais depende de amostrar conformagoes distintas do
Trp113 da sC. As conformagoes que sao amostradas nos experimentos correspondem aquelas na

qual o Trpl13 esta exposto ao solvente (A, ~ 355 - 360 nm). Com a finalidade de obter uma



CAPITULO 6. SIMULACOES DA ANISOTROPIA DA SUBTILISINA CARLSBERG 122

estrutura da sC com o residuo Trpl13 exposto ao solvente, uma simulagao de dindmica mole-
cular de 10 ns no vacuo numa temperatura de 815K, considerando a proteina fixa com excegao
do residuo Trpl13, foi realizada. Dita simulagao permitiu amostrar as conformagoes possiveis
do Trpl113 sem alterar a estrutura da proteina. Uma estrutura com o residuo Trpl13 exposto

ao solvente foi selecionada para dar inicio as simulagoes de dindmica molecular (Figura 6.5A).

Figura 6.5: A) Conformagao da enzima subtilisina Carlsberg com o Trpl113 completamente
exposto ao solvente. B) Representacao da acessibilidade ao solvente do residuo Trp113. C) Re-
presentacao da distancia caracteristica entre os &tomos Ala29-Cj e Trp113-CZ3 na conformacao
da sC com o Trpl113 completamente exposto ao solvente (~12 A).

A estrutura do Trp113 no bols@o hidrofébico é mais estavel comparada & conforma-
¢ao com o residuo exposto ao solvente. Devido a isso, as simulagoes usando a conformagao do
Trpl13 completamente exposto ao solvente como ponto de partida amostraram quase inevita-
velmente as conformagoes do Trpl113 no bolsao hidrofébico. Para amostrar as conformagoes
do Trpl13 exposto ao solvente, é necessario criar restricoes que impecam ao Trpl13 entrar no

bolsao hidrofébico durante as simulacoes de dinadmica molecular.

Fazendo uma anélise visual nas simulacoes da proteina sC, encontramos que a dis-
tancia entre os atomos Ala29-CfS e Trpl113-CZ3 esta relacionado ao grau de exposigao do re-
siduo Trp113 ao solvente (Figura 6.5C). Assim, distancias curtas entre os atomos Ala29-Cf

e Trpl113-CZ3 sao carateristicas das conformacoes com o Trpll3 parcialmente protegido do



CAPITULO 6. SIMULACOES DA ANISOTROPIA DA SUBTILISINA CARLSBERG 123

solvente, enquanto que distancias maiores entre estes atomos caracterizam conformacoes com
o Trpl13 completamente exposto ao solvente. Distancias minimas de 12 A entre os dtomos
Ala29-Cp e Trp113-CZ3 foram escolhidas como sendo necessarias para amostrar conformacoes
da sC com o Trpl13 completamente exposto ao solvente durante todo o tempo das simula-
¢oes. Assim, simulacoes tomando como ponto de partida a estrutura da sC com o Trpl13
completamente exposto ao solvente e com restrigoes da distancia entre os dtomos Ala29-Cj e

Trp113-CZ3 foram realizadas.

O comprimento de onda de emissao de fluorescéncia foi calculado para cada estrutura
amostrada. A distribuigao dos \.,, instantaneos calculados com os modelos parametrizados ba-
seados na SASA do benzeno/pirrol e nas interagoes eletrostaticas do indol com a agua/proteina
estao mostrados na Figura 6.6A e B, respectivamente. Analisando a localizagdao dos picos dos
espectros experimentais e das distribui¢oes calculadas (Figura 6.6A e B) é possivel de observar

a existéncia de uma concordancia nos valores dos ...

Segundo o modelo baseado na SASA do benzeno/pirrol o A, calculado é de ~ 355 nm,
sendo muito proximo ao dado experimental. Por otro lado, o modelo baseado nas interagoes
eletrostaticas do indol com a agua/proteina estima um M., de ~ 347 nm. Estes valores cal-
culados, segundo a classificacao de Burstein et al. apresentada no Capitulo 4, correspondem a
conformagoes da proteina com o Trp completamente exposto ao solvente [80, 81|. Os valores
dos Ay, calculados da conformagao da subtilisina Carlsberg com o Trpl13 exposto ao solvente
sao mostrados na Tabela 6.3. A similaridade dos ., calculados e experimentais nos indicam
que a inclusao das restrigdes das distancias entre os atomos Ala29-Cj e Trp113-CZ3 é suficiente
para amostrar o Trpl13 exposto ao solvente, as quais foram amostradas preferencialmente nos

experimentos.

A anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo foi calculada para a conformacao
da subtilisina Carlsberg com o Trp113 exposto ao solvente (Figura 6.6C). Os decaimentos da
anisotropia calculados dessas conformagoes foram mais rapidos comparados aos decaimentos
da conformacao cristalografica. As curvas calculadas mostram um rapido decaimento durante

os primeiros nanosegundos sem alcancar uma despolarizagao completa (Figura 6.6C).

Um ajuste bi-exponencial aos decaimentos de anisotropia calculados permite esti-

mar os tempos de reorientacao das componentes rapida e lenta da dinamica da conformacao
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Figura 6.6: Fluorescéncia da conformacao da subtilisina Carlsberg com o residuo Trpl113 ex-
posto ao solvente. A) e B) Espectro de fluorescéncia experimental (azul) e distribuigao dos A,
calculados (vermelho) do Trpl113 da sC em &agua. Os célculos dos A, foram feitos usando o
modelo parametrizado baseado na SASA do benzeno/pirrol (em A) ou o modelo baseado nas
interagoes eletrostaticas do indol com a dgua/proteina (em B). C) Anisotropia de fluorescéncia
resolvida no tempo do Trpl13 da sC em agua. As curvas azuis continuas e tracejadas corres-
pondem aos dados experimentais reportados por Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92]
e Shaw e Pal (2007) 93], respectivamente.

exposta ao solvente do Trp113 da subtilisina Carlsberg. As componentes rapida e lenta foram

caracterizadas com tempos de reorientacao de 0,18 e ~10 ns, respectivamente (Tabela 6.3).

O tempo de reorientacao calculado da componente rapida é muito proximo ao repor-
tado por Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999) [92], o qual foi de 0,17 ns. Cabe ressaltar que,
apesar dessa similaridade, os decaimentos obtidos pelas simulacoes deveriam ser mais rapidos
que os experimentais. Portanto, nao é possivel associar diretamente a componente rapida do
tempo de reorientagao do Trp113 calculado pelas simulagoes aos resultados experimentais. Com
respeito a componente lenta dos decaimentos de anisotropia calculados, estes sao da ordem de

~3 a 15 ns. Os dados experimentais da componente lenta mostram valores de 3,5 ns [92] e

10-100 ns [93].

O maior determinante da forma das curvas de decaimento de anisotropia nao sao
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os tempos de reorientacao, senao as contribuicoes das componentes rapidas e lentas. No ex-
perimento de Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999), a contribui¢ao da componente réapida é
de 90%, responsavel pelo decaimento rapido e completo ap6s os primeiros 2 ns [92]. Por outro
lado, nos experimentos de Shaw e Pal (2007), a contribuigao da componente rapida é de apenas
70%, além do que é mais lenta (4,7 ns), gerando assim um decaimento no qual apos 2 ns é

possivel observar ainda sinal de luz polarizada [93].

As contribui¢ées das componentes rapidas e lentas do decaimento de anisotropia
calculada para a conformagao da subtilisina Carlsberg com o Trp113 no bolsao hidrofébico sao
de 3% e 97%, respectivamente (Tabela 6.3). A contribui¢do da componente rapida sobe para
43% quando a conformacao com o Trpll3 completamente exposto ao solvente ¢ amostrada
(Tabela 6.3). Esse aumento da contribui¢ao da componente rapida faz com que o decaimento
da anisotropia seja mais rapido, sendo assim parecido ao resultado experimental reportado por
Shaw e Pal (2007) [93] (Figura 6.6C). Assim, podemos estabelecer que a curva de decaimento
da anisotropia da subtilisina Carlsberg é produto da populacao de conformagoes amostradas,

sendo a conformacao com o Trpl13 exposto ao solvente a mais provavel nos experimentos.

Assim, para reproduzir adequadamente os decaimentos experimentais da anisotropia
de fluorescéncia por meio de simulagoes de dindmica molecular, é necessario amostrar confor-
macoes similares as usadas nos experimentos. Uma forma de lograr isso, e que é exemplificada
neste Capitulo usando a enzima subtilina Carlsberg, é mediante a comparacao dos comprimen-
tos de onda de emissao de fluorescéncia experimental e calculado, sendo este ultimo possivel de
obter de manera pratica gragas aos modelos cléssicos parametrizados, desenvolvidos também

nesta tese.

6.4 Conclusoes

A subtilisina Carlsberg (sC) é uma enzima que possui um tnico residuo de triptofano
(Trp113), e como foi discutido anteriormente, apresenta uma variabilidade nos ., dependendo
das condigbes experimentais. A dindmica reorientacional do Trp113 da sC foi estudada, usando
a técnica de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo por dois grupos independentes. O
primeiro deles, Lakshmikanth e Krishnamoorthy (1999), reportou uma dindmica rapida com

perda completa de polarizacdo apos os primeiros 2 ns. Ja segundo Shaw e Pal (2007), o
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Tabela 6.3: Parametros experimentais e calculados da anisotropia de fluorescéncia resolvida no
tempo do Trpl13 da subtilisina Carlsberg em agua. A.,, é o comprimento de onda usado para
registrar os decaimentos de anisotropia. O M., foi calculado usando (“ o modelo baseado na
SASA do benzeno/pirrol e ® nas interacdes eletrostaticas do indol com a dgua/proteina. O
modelo bi-exponencial usado para o ajuste do decaimento da anisotropia de fluorescéncia foi:
r(t) =1 X (Bre ™ + Boe™¥ ™), sendo B e By 0s termos pré-exponenciais, e T, e Ty 0s tempos
de reorientacao das componentes rapidas e lentas, respectivamente. Os \.,, calculados corres-
pondem a média dos comprimentos de onda calculados a partir de 30 simulagoes de dinamica
molecular. O ajuste exponencial da anisotropia foi aplicado & média das 30 curvas de decai-
mento de anisotropia de fluorescéncia calculadas a partir das simulacoes de dindmica molecular.
(1) Conformacao da sC com o Trpl13 parcialmente protegido do solvente. (¥ Conformacao da
sC com o Trpl13 completamente exposto ao solvente.

Aem(nm) To f1 7 (ns) fPa T (ns)
Experimental [92] 355 0,21 0,90 0,17 0,10 3,50
Experimental [93] 360 0,22 0,70 0,469 0,30 10-100

332,03 &+ 0,47 @
331,35 + 1,21
354,52 & 2,08 @
346,78 & 2,25

Calculado T 0,20 0,03 1,29 0,97 86

Calculado * 0,18 043 0,18 0,57 3-15

decaimento da anisotropia nao chega a ser completo apés os primeiros 2 ns. Essa divergéncia nos
dados experimentais motivou nosso grupo de pesquisa a estudar a dinamica reorientacional do
Trp113 da sC usando simulagoes de dindmica molecular. Numa primeira tentativa as simulagoes
foram incapazes de predizer de maneira satisfatoria os decaimentos de anisotropia [99]. Essas
simulagoes tomavam como ponto de partida a estrutura cristalogréafica da sC, a qual possui o
residuo Trp113 orientado para dentro do bolso hidrofébico e portanto com pouca acessibilidade
ao solvente. Os \.,, foram calculados com os modelos parametrizados desenvolvidos nesta tese
para essas conformagoes, sendo de ~331 nm. Isso contrasta com os valores de \.,, usados nos
experimentos de anisotropia de fluorescéncia, os quais eram de ~ 355 nm. Essa comparacao
entre os A, calculados e experimentais nos indicava que diferentes conformagoes estariam
sendo amostradas pela dinamica molecular e pelas condi¢oes experimentais. Assim a dinamica
explorava preferencialmente conformacoes com o Trpl13 parcialmente protegido do solvente,
e os experimentos amostravam conformacgoes do Trpl113 completamente exposto ao solvente.
Portanto, era de se esperar que a dindmica reorientacional do Trpl113 obtida nas simulagoes

seja muito lenta comparada ao experimental.

Para lograr uma concordéancia entre os decaimentos de anisotropia de fluorescéncia

calculados e experimentais era necessario amostrar unicamente as conformacoes com o Trp113
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da sC exposto ao solvente. Assim simulagoes com Trpl13 exposto ao solvente foram realizadas,
e restrigoes conformacionais foram aplicadas nessas simulagoes para garantir que o Trp113 fique
exposto durante todo o tempo das simulacoes. Os A, calculados foram, entao, de ~350 nm,
sendo similares aos experimentais. A partir de uma comparagao dos A.,, podemos dizer que as
estruturas amostradas pelas simulagoes e no experimento sao similares. Com essas simulacoes
procedemos a calcular os decaimentos de anisotropia de fluorescéncia do Trpl13 exposto ao
solvente. Os decaimentos foram muito mais rapidos comparados aos obtidos com a estrutura

cristalografica da sC, conciliando o resultado com as medidas experimentais.

Assim, é necessario que exista uma similaridade na amostragem das conformagoes
no experimento e nas simulagoes, para obter uma correspodéncia nas dinamicas reorientacio-
nais experimentais e calculadas. Uma forma de avaliar essa similaridade de conformacoes, e que
foi aplicada para o caso da subtilisina Carlsberg, é mediante a comparagao dos comprimentos
de onda de fluorescéncia usados no experimento e os obtidos pelas simulagoes (estes ultimos
podendo ser computados com os nossos modelos parametrizados). A metodologia apresentada
serve como guia para obter decaimentos de anisotropia de fluorescéncia por meio de simula-
¢oes de dindmica molecular de proteinas com grupos fluorescentes que apresentam miiltiplas

conformacgoes.
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Conclusoes finais

A fluorescéncia do triptofano em proteinas é altamente sensivel ao ambiente, ge-
rando assim uma variabilidade nos comprimentos de onda de emissao (Ae,) € nos rendimentos
quanticos (®r). Essas propriedades foram estudadas usando métodos baseados em primeiros
principios, os quais permitiram desenvolver metodologias hibridas com capacidade para predi-
zer 0s Aoy € @ do triptofano. Apesar da boa capacidade preditiva dos modelos hibridos, o seu
uso esta restrito ao pessoal tedrico pois ¢ uma metodologia que requer experiéncia, além de pro-
gramas computacionais especificos. Por isso houve a necessidade de construir modelos classicos
parametrizados com capacidade de predizer os a fluorescéncia do triptofano. Nesse sentido, o
presente trabalho mostrou que é possivel predizer os comprimentos de onda de emissao usando
informacgoes estruturais das proteinas por meio de simulagoes de dindmica molecular. As in-
formagoes usadas para a construcao dos modelos foram a area acessivel ao solvente do indol e
as interagoes eletrostaticas do indol com o ambiente (4gua + proteina). Este modelos, apesar
da sua simpleza, mostraram boa capacidade preditiva, possibilitando assim a compreensao dos

dados experimentais de uma maneira simples e rapida.

A inconsisténcia encontrada entre os decaimentos anisotropia de fluorescéncia ex-
perimentais e calculados do Trpl13 da subtilisina Carlsberg (sC) também foi explorada no
presente trabalho. Os experimentos mostraram que os decaimentos de anisotropia do Trp113
sao rapidos, e junto aos dados de fluorescéncia sugerem que o Trpll3 estd completamente
exposto ao solvente. Por outro lado, os decaimentos de anisotropia calculados a partir da
estrutura cristalografica da sC revelam que movimentagao é restrita e acoplada a movimento
da proteina. Adicionalmente, os )., calculados com os modelos parametrizados para essas
estruturas indicam que o Trpl113 esté inserido no bolsao hidrofébico. Simulagoes de dinamica
molecular considerando a cadeia lateral do residuo Trpl113 completamente exposto ao solvente

foram realizadas com a finalidade de encontrar uma concordancia com os dados experimentais.
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Os A\, calculados com essas estruturas foram similares aos experimentais e sugerem assim que
o Trpll13 exposto ao solvente é a conformacgao que estd sendo amostrada nos experimentos.
Os decaimentos de anisotropia calculados com as estruturas do Trpl13 exposto ao solvente
foram mais rapidas comparadas aos decaimentos calculados a partir da estrutura cristalogra-
fica, e similares aos decaimentos experimentais. Esse caso da dindmica reorientacional da sC
¢ um exemplo de como os modelos parametrizados podem auxiliar a interpretacao dos dados

experimentais.
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Perspectivas

e O desenvolvimento de modelos classicos para a predicao do rendimento quan-
tico do triptofano em proteinas. O grupo amida préximo ao indol tem um papel
importante no processo supressao da fluorescéncia do triptofano. Adicionalmente, os gru-
pos laterais dos aminoacidos lisina, glutamina, asparagina, histidina, acido glutamico,
acido aspértico, tirosina e cisteina atuam também como supressores da fluorescéncia do
triptofano. O modelo parametrizado para a predicao dos rendimentos quénticos deve

considerar a proximidade grupo indol a esses supressores.

e Estender nosso modelos parametrizados para estudar a fluorescéncia de pro-
teinas com multiples triptofanos. Esse é um fendmeno complexo, pois é necessario
considerar tanto o comprimento de onda, como o rendimento quantico de cada triptofano
presente na proteina. Esse modelo pode abrir as portas para uma compreensao estrutural

muito mais completo dos experimentos de fluorescéncia.

e Desenvolver modelos parametrizados para a predigao do )., do triptofano
em solventes distintos da agua. As interagoes eletrostaticas sdo importantes para a
determinacao dos \.,,, a pergunta é se esse modelo pode ser aplicado para sistemas onde

o solvente nao ¢ a agua.

e Realizar experimentos de fluorescéncia e anisotropia de fluorescéncia resolvido
no tempo do Trp113 da subtilisina Carlsberg. Devido a inconsisténcia encontrada
na literatura sobre os dados experimentais, é necessério refazer esses experimentos consi-
derando a possibilidade de protedlise e contaminacao da fluorescéncia por tirosinas. Esses
novos resultados experimentais, acompanhados dos resultados das simulagoes podem aju-

dar a melhor compreensao do problema.
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Figura A.1: Graficas do RMSD do backbone da proteina com respeito as estructuras iniciais
usadas na produgao das simulagbes. A) Azurina, B) Parvalbumina, C) Mioglobina, D) Ribo-
nuclease T1, E) FKBP12, F') T4-lisozima W126Y W138Y, G) T4-lisozima W126Y W158Y, H)
T4-lisozima W138Y W158Y, I) subtilisina Carlsberg, J) Nucleasa de estafilococo.
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Figura A.2: Graficas do RMSD do backbone da proteina com respeito as estructuras iniciais
usadas na produgao das simulagdes. A) Che-Y, B) a-Cobratoxina, C) HSA, D) Monelina,
E) Toxina colérica B (monémero), F) Tioredoxina W31A, G) Melitina, H) Fosfolipase A2, I)

Glucagon.
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Tabela B.1: Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno incompleto e pirrol completo
(Modelo 2) em relagio aos dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de
emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de treina-
mento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando é removida uma proteina & vez
dos dados de treinamento. AN%¢(2) e AN¢(3) representam a média dos desvios quando duas
e trés proteinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente. Os valores méximos
dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 2 é robusto em relagao aos dados de treinamento usados. A unidade

do comprimento de onda é nm.

Proteina Acate — ANGale(T) ANGe(2) ANGe(3)
Azurina 324,61 2,33 2,33(4,11) 2,33(5,29)
Parvalbumina 325,65 1,17 1,17(3,84) 1,17(4,98)
Mioglobina 327,84 0,65 0,66(2,48) 0,66(3,97)
Ribonucleasa T1 324,89 -0,43 -0,43(2,18)  -0,44(4,23)
FKBP12 327,60 <026  -0,26(1,98)  -0,27(3,74)
T4-lisozima W126Y W138Y 320,80  -0,03  -0,02(-1,69) -0,008(-2,61)
T4-lisozima W126Y W158Y 325,10  -0,60  -0,61(-1,83) -0,61(3,66)
T4-lisozima W138Y W158Y 329,63 -0,08 -0,06(-1,83)  -0,05(-2,79)
subtilisina Carlsberg 333,60 0,44 0,46(1,18) 0,48(1,99)
Nuclease de estafilococo 336,44 0,78 0,76(2,89)  0,73(-4,88)
Che-Y 326,16 -0,96  -0,97(-1,73)  -0,97(2,88)
a-Cobratoxina 339,58 -0,03 -0,02(0,75)  -0,009(1,94)
HSA 333,00  -043  -0,43(-1,20) -0,42(-1,88)
Monelina 33357 <120 -1,19(-1,85) -1,18(-2,43)
Toxina colérica B 336,55 -0.88  -0,89(-2,31) -0,91(-3,10)
Tioredoxina W31A 342,29 1,77 -1,74(-4,83) -1,71(-6,22)
Melitina 349,62 0,97  1,02(355)  1,07(8,78)
Fosfolipase A2 352,52 1,68  1,73(4,03)  1,78(9,92)
Glucagon 352,55 024 0,31(3,29)  0,39(10,39)
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Tabela B.2: Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno completo e pirrol incompleto
(Modelo 3) em relagio aos dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de
emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de treina-
mento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando é removida uma proteina & vez
dos dados de treinamento. AN%¢(2) e AN¢(3) representam a média dos desvios quando duas
e trés proteinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente. Os valores méximos
dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 3 é robusto em relagao aos dados de treinamento usados. A unidade
do comprimento de onda é nm.

Proteina Acale ANCe(T) ANSe(2)  ANGe(3)

Azurina 324,68 2,36 2,36(4,15)  2,35(5,33)

Parvalbumina 325,68 1,18 1,17(3,87)  1,17(5,01)

Mioglobina 32786 0,64 0,65(247)  0,65(3,96)

Ribonucleasa T1 324,94 -0,42 -0,42(2,22)  -0,43(4,29)
FKBP12 328,01 <024  -0,25(2,12) -0,25(3,97)
T4-lisozima W126Y W138Y 32049  -0,12  -0,11(-2,03) -0,09(-3,09)
T4-lisozima W126Y W158Y 325,12  -0,60  -0,61(-1,83) -0,61(3,69)
T4-lisozima W138Y W158Y 329,32 -0,17 -0,16(-2,19) -0,15(-3,21)
subtilisina Carlsberg 333,18 0,45 0,47(-1,30)  0,48(2,06)
Nuclease de estafilococo 336,25 0,59 0,58(2,63)  0,57(4,21)
Che-Y 326,17 -0,96  -0,97(-1,73) -0,98(2,90)
a-Cobratoxina 339,78 -0,02 -0,01(0,81)  0,01(2,05)
HSA 333,29 -0,38 -0,38(-1,04) -0,38(-1,72)
Monelina 333,30 -120  -1,29(-1,83) -1,29(-2,62)
Toxina colérica B 336,87  -0,99  -1,01(-2,44) -1,02(-3,24)
Tioredoxina W31A 342,05 1,48  -1,46(-4,31) -1,44(-5,17)
Melitina 34967 098  1,03(3,66)  1,09(8,99)

Fosfolipase A2 352,67 1,76 1,80(4,16)  1,86(10,18)
Glucagon 352,58 0,25 0,32(3,39)  0,39(10,61)
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Tabela B.3: Robustez do modelo baseado na SASA do benzeno completo e pirrol completo
(Modelo 4) em relagio aos dados de treinamento usados. A% é o comprimento de onda de
emissao de fluorescéncia calculado usando o conjunto de 19 proteinas como dados de treina-
mento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos de onda quando é removida uma proteina & vez
dos dados de treinamento. AN%¢(2) e AN¢(3) representam a média dos desvios quando duas
e trés proteinas sao removidas dos dados de treinamento, respectivamente, Os valores méximos
dos desvios sao mostrados em parénteses. Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm
indicando que o Modelo 4 é robusto em relagao aos dados de treinamento usados. A unidade
do comprimento de onda é nm.

Proteina Acale ANCe(T) ANSe(2)  ANGe(3)

Azurina 324,60 2,33 2.33(4,09)  2,33(5,28)

Parvalbumina 325,67 1,17 1,17(3,85)  1,16(4,98)

Mioglobina 32791 064  0,65(246)  0,65(3,94)

Ribonucleasa T1 324,94 -0,41 -0,42(2,19)  -0,43(4,24)
FKBP12 32822 0,19 -0,19(2,02) -0,21(3,75)
T4-lisozima W126Y W138Y 32041  -0,12  -0,11(-1,91) -0,09(-2,86)
T4-lisozima W126Y W158Y 325,12  -0,59  -0,60(-1,82) -0,61(3,66)
T4-lisozima W138Y W158Y 329,24 -0,17 -0,15(-2,07) -0,14(-2,97)
subtilisina Carlsberg 333,03 0,37 0,39(-1,23)  0,41(2,07)

Nuclease de estafilococo 335,99 0,59 0,56(2,75)  0,53(-5,05)
Che-Y 326,15  -0,96  -0,97(-1,73) -0,97(2,89)
a-Cobratoxina 339,90 -0,01 0,01(0,86)  0,02(2,18)
HSA 333,49 -038  -0,38(-1,12) -0,38(-1,78)
Monelina 333,37 <125 -1,24(-1,84) -1,23(-2,49)
Toxina colérica B 336,99 0,89  -0,91(-248) -0,93(-3,27)
Tioredoxina W31A 341,72 1,93 -1,91(-4,85) -1,89(-6,44)
Melitina 349,72 1,01 1,05(3,78)  1,11(9,59)
Fosfolipase A2 352,77 1,82 1,87(4,32) 1,93(10,89)
Glucagon 352,65 028  0,36(3,59) 0,45(11,34)
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Tabela C.1: Robustez do Modelo 2 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 protefnas como dados de treinamento. AX¢(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 2 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina NeleANCI(TY ANEIE(D) ANGe(3)
Azurina 318,04 2,56 2.58(4,25)  2,60(5,36)
Parvalbumina 316,24 0,12 0,16(5,31)  0,21(7,20)
Mioglobina 32828 1,36 1,35(2,53)  1,33(3,44)
Ribonuclease T'1 325,49 -0,26 -0,26(1,50)  -0,26(2,62)
FKBP12 323,93 -1,13  -1,12(-199) -1,11(-3,20)
T4-lisozima W126Y W138Y 33397 0,32  0,32(1,29) 0,31(2,21)
T4-lisozima W126Y W158Y 323,81  -2,67  -2,71(-4,69) -2,75(-7,88)
Td-lisozima W138Y W158Y 331,06 0,12  0,15(1,64)  0,17(3,11)
subtilisina Carlsberg 333,85 0,17 0,18(1,04)  0,19(1,69)
Nuclease de estafilococo 339,97 0,83 0,82(1,93)  0,82(2,84)
Che-Y 32858  -049  -0,49(-1,32) -0,49(-2,01)
a-Cobratoxina 339,57  -0,04  -0,04(-0,63) -0,04(1,37)
HSA 34046 0,03 0,04(-0,54)  0,05(1,24)
Monelina 339,27 -0,19 -0,19(-0,77) -0,18(-1,11)
Toxina colérica B 33644  -050  -0,51(-1,01) -0,51(-1,52)
Tioredoxina W31A 344,30 -0,34  -0,37(-3,28) -0,41(-4,71)
Melitina 348,40 059  0,64(2,01)  0,69(6,56)
Fosfolipase A2 346,10  -0,27  -0,26(-0,97) -0,25(-1,60)
Glucagon 35325 0,84  0,92(4,98) 1,01(10,33)
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Tabela C.2: Robustez do Modelo 3 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 protefnas como dados de treinamento. AX¢(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 3 nm indicando que o Modelo 3 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina Acate A peale(1) - Apcale(Q) ANe(3)

Azurina 317,70 2,61 2,63(4,55)  2,65(6,06)
Parvalbumina 317,10 0,72 0,75(5,89) 0,78(8,55)
Mioglobina 332,54 0,82  0,82(1,82)  0,83(2,45)
Ribonuclease T1 329,46 0,24 0,27(1,72) 0,29(4,49)
FKBP12 324,68 <129  -1,29(-2,13) -1,27(-3,39)
T4-lisozima W126Y W138Y 335,65 0,36  0,36(1,17)  0,36(1,97)
T4-lisozima W126Y W158Y 327,36 0,88  -0,91(-3,96) -0,95(-6,51)
Td-lisozima W138Y W158Y 326,24 042  -0,43(-1,38) -0,44(-2,86)
subtilisina Carlsberg 329,26  -0,31 -0,34(-2,23)  -0,37(-5,11)
Nuclease de estafilococo 340,97 0,94 0,94(2,27) 0,93(3,39)
Che-Y 327,86 -0,60  -0,61(-1,24) -0,62(-2,25)
a-Cobratoxina 341,85 0,19 0,20(1,66) 0,21(2,54)
HSA 334,10  -1,93  -1,979(-3,98) -2,00(-6,45)
Monelina 337,83 -0,28 -0,29(-0,97)  -0,29(-1,64)
Toxina colérica B 339,23 0,75  -0,74(-1,69) -0,74(-2,50)
Tioredoxina W31A 351,94 2,15 2,14(3,50)  2,13(4,42)
Melitina 344,06 -024  -0,23(1,32)  -0,23(2,48)
Fosfolipase A2 347.71 -0,08 -0,06(2,47)  -0,04(3,56)
Glucagon 345,45 -0,97 -0,97(-1,82)  -0,97(-2,63)
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Tabela C.3: Robustez do Modelo 4 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 protefnas como dados de treinamento. AX¢(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 6 nm indicando que o Modelo 4 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina AT ANTE(T)  ANEE(2) AAE(3)
Azurina 317,20 2,51 2.50(4,52)  2,49(5,55)
Parvalbumina 317,18 0,80 0,85(5,93) 0,89(7,18)
Mioglobina 32082 249  243(349)  2,37(4,57)
Ribonuclease T1 32573 0,62 -0,63(-2,05) -0,65(-3,68)
FKBP12 32590  -1,11  -1,00(-2,28) -1,06(-3,74)

T4-lisozima W126Y W138Y 331,82 0,39  0,35(-1,48)  0,30(-3,16)
T4-lisozima W126Y W158Y 324,40  -591  -5.89(-9,94) -589(-12,15)

T4-lisozima W138Y W158Y 329,39  -0,12  -0,11(1,71)  -0,11(3,03)
subtilisina Carlsberg 330,82 -0,05 -0,09(1,52)  -0,14(-4,22)
Nuclease de estafilococo 338,61 0,79 0,75(1,78) 0,72(3,24)
Che-Y 330,20  -1,09  -1,15(-4,94) -1,21(-6,69)
a-Cobratoxina 339,02  -0,19  -0,19(-1,92) -0,18(-2,87)
HSA 337,00 -1,34  -1,38(-3,46) -1,42(-5,02)
Monelina 336,14 2,15 -2/13(-3,48) -2,13(-4,63)
Toxina colérica B 33055  -1,26  -1,24(-2,25) -1,23(-4,16)
Tioredoxina W31A 345,90 0,62 0,56(3,73)  0,49(6,16)
Melitina 348,26 0,56 0,71(4,44)  0,86(8,59)
Fosfolipase A2 348,65 0,20 0,30(2,62) 0,41(6,49)
Glucagon 355,32 4,05 4,14(8,08)  4,24(13,41)
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Tabela C.4: Robustez do Modelo 5 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 proteinas como dados de treinamento. AX¢(1) ¢ o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 4 nm indicando que o Modelo 5 é robusto em

relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina Acate A Neale(1) - A)eale(2) ANce(3)
Azuring 318,83 2,74 2,74(3,78)  2,74(5,35)
Parvalbumina 314,24 -0,85 -0,81(4,49)  -0,76(6,69)
Mioglobina 33416 085  086(1,73)  0,86(2,37)
Ribonuclease T1 32742 0,08  -0,07(1,86)  -0,06(3,27)

FKBP12 322,00 -1,37  -1,39(-2,78) -1,41(-4,26)
T4-lisozima W126Y W138Y 335,31 1,02 0,98(1,58)  0,94(-3,46)

(

(
Td-lisozima W126Y W158Y 332,27 0,14 0,13(1,19)  0,12(2,08)
Td-lisozima W138Y W158Y 327,29  -0,38  -043(-2,12) -0,47(-4,28)
subtilisina Carlsberg 332,70 0,10 0,09(1,08) 0,08(1,93)
Nuclease de estafilococo 342,96 1,06 1,06(2,54) 1,06(3,78)
Che-Y 32926 -0,64  -0,64(-1,65) -0,64(-3,17)
a-Cobratoxina 340,96 0,16 0,17(-1,67)  0,18(3,29)
HSA 336,73 -3,37  -3,38(-7,74) -3,38(-11,25)
Monelina, 338,05 -0,26 -0,28(-0,96) -0,30(-2,29)
Toxina colérica B 336,84 0,61  -0,62(-1,77) -0,62(-2,68)
Tioredoxina W31A 35041 1,52 1,50(3,67)  1,48(5,05)
Melitina 342,00  -0,83  -0,93(-4,32) -1,02(-6,10)
Fosfolipase A2 344,43 -0,59 -0,59(-2,59)  -0,59(-4,04)

(- (-

Glucagon 344,97 -1,90 -1,88(-3,22) -1,86(-4,97)
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Tabela C.5: Robustez do Modelo 6 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 protefnas como dados de treinamento. AX¢(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 4 nm indicando que o Modelo 6 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina Nele AN (TY ANGE(D) ANGC(3)
Azurina 318,00 2,60  2,62(4,52)  2,63(5,82)
Parvalbumina 316,71 0,41 0,43(5,79) 0,45(7,48)
Mioglobina 32852 2,34 231(391)  2,28(5,09)
Ribonuclease T'1 326,13 -0,45 -0,42(-2,49)  -0,40(4,45)
FKBP12 323,77 -1,32  -1,33(-2,37) -1,33(-3,45)
Td-lisozima W126Y W138Y 332,77 0,64  058(1,29)  0,51(-4,99)
T4-lisozima W126Y W158Y 323,68  -2,84  -3,06(-8,84) -3,20(-11,51)
T4-lisozima W138Y W158Y 330,30 0,07 0,04(1,57) 0,02(3,39)
subtilisina Carlsberg 333,65 0,17 0,17(1,05)  0,18(1,74)
Nuclease de estafilococo 340,30 0,94 0,95(2,32) 0,96(3,64)
Che-Y 32930  -221  -2,24(-3,55) -2,27(-5,66)
a-Cobratoxina 340,62 0,22 0,23(-2,39)  0,23(-4,22)
HSA 337,97  -238  -2.38(-3,84) -2,37(-5,64)
Monelina 339,07 -0,63 -0,62(-2,97) -0,61(-4,47)
Toxina colérica B 336,82 -1,93  -1,93(-3,17) -1,93(-4,42)
Tioredoxina W31A 344,66 -0,17  -0,21(-3,24)  -0,25(-5,94)
Melitina 34747 085 0,82(2,06)  0,79(5,91)
Fosfolipase A2 346,82  -0,29  -0,26(-1,76) -0,22(3,99)
Glucagon 354,42 3,48 3,65(13,26)  3,84(16,39)
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Tabela C.6: Robustez do Modelo 7 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando

o conjunto de 19 proteinas como dados de treinamento. A\

calc
em

(1) é o desvio dos comprimentos

de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 5 nm indicando que o Modelo 7 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina Acate A peale(1) - A)cale(Q) ANe(3)
Azurina 321,29 2,84 2,85(4,17) 2,86(5,49)
Parvalbumina 314,52 -0,89 -0,85(-6,26)  -0,81(-8,51)
Mioglobina 335,80 0,93 0,92(1,82) 0,92(2,56)
Ribonuclease T1 32734 -0,10  -0,09(2,24)  -0,08(-4,56)
FKBP12 321,00 -201  -2,04(-4,37) -2,08(-5,87)
T4-lisozima W126Y W138Y 333,55 0,62  0,55(-1,85)  0,46(-6,35)
T4-lisozima W126Y W158Y 336,11 0,40  0,38(1,25)  0,35(2,19)
T4-lisozima W138Y W158Y 327,84  -0,31  -0,37(-2,56)  -0,44(-5,68)
subtilisina Carlsberg 335,26 0,27 0,24(1,09) 0,22(-2,49)
Nuclease de estafilococo 344,03 1,42 1,42(2,69) 1,41(4,18)
Che-Y 331,57 031  -0,31(-1,36) -0,31(-2,92)
a-Cobratoxina 340,75 0,13 0,15(-1,72) 0,16(-3,73)
HSA 335,63 -4,56  -4,50(-10,63) -4,63(-14,45)
Monelina 337,70 -0,29 -0,32(-1,22)  -0,35(-2,98)
Toxina colérica B 33528  -0,76  -0,76(-1,88)  -0,77(-3,09)
Tioredoxina W31A 34809 0,76  0,74(3,17)  0,73(5,07)
Melitina 338,62 -1,16  -1,28(-524) -1,39(-7,06)
Fosfolipase A2 341,68 -0,90 -0,90(-2,92)  -0,90(-4,49)
Glucagon 344,93 -1,95 -1,92(-3,85)  -1,89(-5,79)
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Tabela C.7: Robustez do Modelo 8 baseado nas interagoes eletrotaticas em relacao aos dados de
treinamento usados. A% ¢ o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia calculado usando
o conjunto de 19 protefnas como dados de treinamento. AX¢(1) é o desvio dos comprimentos
de onda quando é removida uma protefna & vez dos dados de treinamento. AXY¢(2) e ANle(3)
representam a média dos desvios quando duas e trés proteinas sao removidas dos dados de
treinamento, respectivamente. Os valores méximos dos desvios sao mostrados em parénteses.
Os desvios e média dos desvios sao menores que 6 nm indicando que o Modelo 8 é robusto em
relacao aos dados de treinamento usados. A unidade do comprimento de onda é nm.

Proteina AT ANTE(T)  ANEE(2) AAE(3)
Azurina 319,21 2,71 2,73(5,06) 2,76(6,39)
Parvalbumina 317,55 1,13 1,20(7,21) 1,28(9,31)
Mioglobina 327,73 252 242(4,65)  2,32(6,28)
Ribonuclease T1 327,62 -0,08  -0,05(2,39)  -0,02(5,17)

FKBP12 321,76 -1,92  -1,93(-2,99) -1,94(-4,11)
T4-lisozima W126Y W138Y 334,23 0,83  0,76(1,48)  0,68(-2,91)
T4-lisozima W126Y W158Y 323,92  -562  -5,66(-9,29) -5,71(-12,32)
T4-lisozima W138Y W158Y 330,39 0,08  0,04(-1,64) -0,01(3,47)

subtilisina Carlsberg 335,49 0,38 0,34(1,15) 0,31(2,11)

Nuclease de estafilococo 342,23 1,27 1,25(2,69) 1,22(3,59)

Che-Y 32014 -1,95  -1,99(-542) -2,04(-7,21)
a-Cobratoxina 343,75 1,31 1,35(3,46) 1,39(4,51)

HSA 33624  -4,39  -4,48(-6,76) -4,58(-8,86)
Monelina 341,23 -0,26 -0,37(-2,70)  -0,35(-7,63)
Toxina colérica B 333,87 -1.85  -1,80(-3,33) -1,94(-5,64)
Tioredoxina W31A 345,08 0,02 -0,06(-3,22)  -0,14(-6,79)
Melitina 34557  -025  -0,31(-3,22) -0,39(-6,17)
Fosfolipase A2 34547  -0,73  -0,71(-2,27) -0,69(-3,07)
Glucagon 350,53 -1,19 -1,09(-5,78) -0,98(-10,59)
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