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Resumo

O emprego de enzimas em meios organicos tem atraido grande interesse académico e
industrial. Nesses solventes, as enzimas podem sofrer alteracfes vantajosas nas suas
propriedades, como mudancas na atividade catalitica, seletividade e estabilidade térmica. A
protease subtilisina Carlsberg (SC) é uma enzima que apresenta solubilidade e atividade em
variados solventes organicos. Por essa razdo, tem sido estudada em meios ndo-convencionais,
como misturas de agua e glicerol. O glicerol apresenta importantes efeitos estabilizadores na
atividade e estabilidade térmica de proteinas. A compreensdo da estrutura e dindmica da
solvatacdo de enzimas nos meios ndo-convencionais é importante, e diversas técnicas
experimentais tém sido empregadas na sua investigacdo. A solvatacdo de SC em misturas de
agua e glicerol foi estudada por anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo. Simulacdes
de Dinamica Molecular permitem a investigacdo da dinamica reorientacional do fluoréforo,
possibilitando assim a interpretacdo em nivel microscopico dos dados experimentais. Neste
trabalho, a solvatagdo e anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo de subtilisina
Calrsberg foram investigadas usando simulacBes de dindmica molecular da proteina em
solucdes de glicerol em agua com diferentes concentragdes. Os resultados indicaram a
concentracdo preferencial de moléculas de agua na superficie enziméatica em qualquer
proporcdo de solucdo. No entanto, apesar da leve estabilizacdo das ligaces de hidrogénio
proteina-4gua e reducdo da energia livre da agua na primeira camada de solvatacdo, ocorre
substancial substituicdo de agua por glicerol na superficie da proteina com aumento da
concentracdo de glicerol. A interacdo glicerol-proteina possivelmente esta portanto
relacionada com o efeito estabilizador do glicerol. A dindmica reorientacional do triptofano
fluorescente obtida nas simula¢fes ndo é consistente com os decaimentos de anisotropia
experimentais, 0 que evidencia uma inconsisténcia entre a estrutura cristalogréafica de SC e a
estrutura predominante observada em solucdo. Aqui, sugerimos que esta inconsisténcia pode
ser resolvida se o estudo de fluorescéncia experimental seleciona conformac@es do triptofano
com dindmicas reorientacionais rapidas, enquanto que as conformagdes cristalograficas, de
dindmica lenta, sdo suprimidas.



Abstract

The use of enzymes in organic media has attracted great academic and industrial
interest. In these solvents, enzymes can undergo advantageous alterations in their properties,
such as changes in catalytic activity, selectivity and thermal stability. The protease subtilisin
Calrsberg (SC) is an enzyme that displays considerable solubility and activity in various
organic solvents. Because of that, it has been studied in non-conventional media, such as
water and glycerol mixtures. Glycerol has important stabilizing effects in protein activity and
thermal stability. The comprehension of solvation structure and dynamics of enzymes in non-
conventional media is important, and several experimental techniques have been employed in
their investigation. The solvation of SC in water and glycerol mixtures was studied through
time-resolved fluorescence anisotropy. Molecular Dynamics simulations allow the
investigation of the reorientational dynamics of the fluorophore, making it possible the
interpretation at the microscopic level of the experimental data. In this work, the solvation
and time-resolved fluorescence anisotropy of subtilisin Carlsberg were investigated using
molecular dynamics simulations of the protein in solutions of glycerol in water at varying
concentrations. The results indicated the preferential concentration of water molecules in the
enzymatic surface in any solution concentration. However, despite the slight stabilization of
protein-water hydrogen bonds and the reduction of the water free energy in the first solvation
shell, there is substantial substitution of water by glycerol in the protein surface with increase
in glycerol concentration. The glycerol-protein interaction is thus possibly related to the
stabilizing effect of glycerol. The reorientational dynamics of the fluorescent tryptophan
obtained in the simulations is not consistent with the experimental anisotropy decays, which
evidence an inconsistency between the crystallographic structure of SC and the predominant
structure seen in solution. Here, we suggest that this inconsistency may be solved if the
experimental fluorescence study selects only tryptophan conformations with quick dynamics,
while the crystallographic conformations, of slow dynamics, are suppressed.
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Capitulo 1

Enzimologia em meios nao tradicionais

Enzimas atraem grande interesse em aplicagcOes industriais pela habilidade de
conduzirem transformacBes quimicas com regioguimica e estereogquimica definidas, em
condicdes de reacdo suaves'. Por resultarem da evolucdo em organismos vivos, essas
macromoléculas foram tradicionalmente estudadas e utilizadas em meio aquoso. Nas ultimas
trés décadas, no entanto, o emprego de enzimas em solventes organicos anidros ou em
misturas binarias com agua tem desafiado convencdes e atraido grande interesse industrial e
académico. Nesses meios, surpreendentemente, essas macromoléculas continuam ativas e
podem apresentar propriedades muito distintas das que possuem em &gua®®. Diversos
solventes organicos sdo utilizados, incluindo, mais recentemente, liquidos i6nicos®. Nesses
solventes, as enzimas sdo utilizadas, por exemplo, na sintese de peptideos e ésteres,
transesterificacdo e sintese enantiosseletiva®®. As vantagens decorrentes do emprego de
meios contendo solventes organicos para catalise enzimatica incluem alteragfes na atividade
catalitica, supressdo de atividade ndo desejavel e alteracdo na especificidade enzimatica, tanto
em termos de regio e enantioseletividade como especificidade do substrato. H& também a
possibilidade de solubilizacdo de substratos ndo polares e reducdo de contaminagdo
microbiana®®*°.

O uso de solventes variados pode alterar, por exemplo, o equilibrio termodinamico,
possibilitando realizacdo de reagdes desfavoraveis em agua, dado que rea¢fes nas quais a
4gua atua como substrato tendem a ser suprimidas*’. Algumas proteases, por exemplo,
apresentam supressao da hidrolise da ligacdo peptidica, chamada de aminolise, quando em
meios organicos anidros, ou com concentracdes variadas de determinados solventes como
tetrahidrofurano, dioxano, glicerol e acetonitrila***®. Nesses meios, a atividade de esterase
torna-se predominante, possibilitando a formacéo de ligacGes peptidicas com estereoquimica
definida, a partir de ésteres e aminas'®. Essa nova atividade caracteriza uma alternativa
interessante & rota sintética de producdo de peptideos™. Em um estudo de Holmandberg e
Laskowski, por exemplo, foi verificado que uma protease da familia das subtilisinas,
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subtilisina BPN’, promove a conexao entre dois fragmentos de ribonuclease S gerando
ribonuclease A em solucdes aquosas de glicerol, catalisando a formacéo da ligacéo peptidica
na mesma regido na qual promove hidrélise em meio 100% aquoso™®. E surpreendente que a
atividade de esterase nesse caso aumenta consistentemente com o aumento da concentragio
de glicerol, até atingir um rendimento de 50%, em 95% (v/v) de glicerol. A religacdo de
peptideos na mesma regido da aminolise foi verificada também com outras proteases em
meios ricos em glicerol, como com tripsina’, que foi utilizada em uma etapa na semisintese

do hormonio de insulina humano®.

A enantioseletividade enziméatica também pode mudar drasticamente e até ser
revertida em meios ricos em solvente organico, sendo completamente dependente do solvente
utilizado. A modulacéo da seletividade enzimatica, ou de outras propriedades, pela escolha do
solvente ¢ chamada de “engenharia por solvente”, em compara¢do ao método tradicional de
engenharia de proteinas’®. Um exemplo dessa dependéncia da enantioseletividade com o
meio é dado pela lipase de Pseudomonas sp, que em ciclohexano promove hidrolise
enantioseletiva de ésteres com esteroquimica R, resultando em produto com mais de 89% de
excesso enantiomérico. Ja em éter diisopropilico, o éster com conformacdo S é hidrolisado

em uma reagdo com 91% de excesso enantiomérico™.

N&do somente a enantioseletividade da reacdo pode ser alterada, como também sua
regioseletividade. Tal propriedade foi verificada na hidrélise de albumina de soro bovino
(BSA) por subtilisina Carlsberg em 99% glicerol®®. Em &gua, os fragmentos isolados
corresponderam a sequéncia de residuos 1-302, 309-583 e 309-515, enquanto que, em

glicerol, os fragmentos identificados corresponderam aos residuos 1-288 e 292-583.

Diversas enzimas, entre elas quimiotripsina, lisozima e ATPase, tambem apresentam a
vantagem adicional de terem maior termoestabilidade em solventes organicos™.
Surpreendentemente, em alguns casos raros, a velocidade da reacdo em misturas organicas é
maior do que em tampdo aquoso®’. Em um desses casos, um mutante termoestavel da lipase
de Bacillus subtilis mostrou atividade maxima de 1.5 a 3 vezes superior & em agua em 20%
(v/v) DMSO, isopropanol e metanol?.

O emprego de enzimas nesses meios ndo tradicionais também acarreta desvantagens,
compreensiveis se considerarmos que proteinas foram naturalmente otimizadas para atuarem

em meio aquoso. As principais desvantagens, observadas na grande maioria dos casos, sao
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reducdes na estabilidade e atividade enzimatica. A lipase mutada de Bacillus subtilis, por
exemplo, apresenta reducdo na temperatura de desnaturacdo em relacdo a agua em todos 0s

solventes organicos estudados: DMSO, isopropanol, metanol, acetona, acetonitrila e DMF.?

1.1. Efeito do solvente nas propriedades enzimaticas

Diversas hipoteses sdo levantadas na literatura para racionalizar as distintas
caracteristicas exibidas pelos biocatalizadores em meios com solventes organicos.
Inicialmente, Laane et al. propuseram que a atividade relacionava-se diretamente com a
hidrofobicidade do solvente®®. Isso foi sugerido pois muitas misturas de 4gua com solventes
organicos polares, mas menos polares que a agua, tendem a ser desnaturantes, provavelmente
por removerem moléculas de agua essenciais da superficie proteica'®, ou por causarem
desestabilizacdo do nicleo hidrofébico®, devido a maior facilidade de particdo na superficie
polar e capacidade de penetrar no interior da proteina®. De fato, estudos de dindmica
molecular mostram que adi¢cdo de solventes organicos leva a uma reducdo no namero de
moléculas de agua na primeira camada de solvatagdo das proteinas®. No entanto, a inativagao
enzimatica também € verificada em solventes apolares, e atribuida a reducdo da flexibilidade
conformacional, estabilizacdo termodinamica do substrato, reducdo da energia livre de
ligacdo enzima-substrato ou desestabilizacio do estado de transicéo, caso seja polar®®. Essas
observacdes indicam que outras propriedades além de polaridade devem ser responsaveis

pela alteracdo da estabilidade.

Outros estudos sugerem uma relacdo entre atividade catalitica da proteina e atividade
de 4gua do meio™. Além disso, a relacdo da enantioseletividade enzimatica com a
flexibilidade e com alteracdes estruturais no sitio ativo foi levantada por Broos et al®. No
entanto, as explicagdes tendem a ser especificas para as enzimas de cada estudo, ndo sendo
consistentes para outras enzimas e solventes, o que limita suas capacidades preditivas'*’.
Observa-se que o comportamento enzimatico depende de diversas variaveis, incluindo a
enzima em si, o solvente orgénico, a hidratacdo do meio e a interagdo diferencial da proteina
com os co-solventes?®. Por isso, o desenvolvimento de uma teoria universal do
comportamento enzimatico em funcéo de propriedades fisico-quimicas do solvente organico

continua elusivo?.
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1.2. Ativacdo enzimatica

Ha diversas propostas sendo desenvolvidas a fim de garantir maior estabilidade e
atividade enzimatica e possibilitar a exploracdo da grande versatilidade de enzimas em meios
organicos. Esses processos sdo chamados de ativacdo enzimatica®. As propostas podem ser
agrupadas em trés grupos: engenharia de proteinas, imobilizacdo proteica e alteracdo do

meio®. Elas sdo esquematizadas na Figura 1.1.

Figura 1.1. Mecanismos usuais utilizados para promover ativagdo enzimatica em meios

contendo solventes organicos.

Atividade e estabilidade mais elevadas em meios organicos podem ser promovidas
por meio de mutagOes, principalmente que levem a alteracdo na distribuicdo de cargas na
superficie da proteina®. Em geral, maiores estabilidade e atividade sdo verificadas quando
residuos carregados da superficie sdo mutados para residuos hidrofébicos, provavelmente por
viabilizar interacdes mais similares com o co-solvente, menos polar que a 4gua®. Outras
regides mutadas que podem apresentar influéncia na estabilidade s&o o nucleo hidrofdbico e
tineis de acesso, sitio catalitico, interface entre diferentes subunidades e pontes de
dissulfeto®. Efeitos incriveis nas propriedades enzimaticas, como aumento de 4000 vezes no
tempo de meia vida, foram conseguidos através da mutacdo de um numero extremamente

reduzido de residuos**.

Para reduzir o efeito indesejavel do solvente orgénico na solubilidade e estabilidade
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enzimaticas, costuma-se empregar também o método de imobiliza¢do. As enzimas podem ser
imobilizadas de diversas formas, como por liofilizacdo ou adsorcdo em substratos
inorganicos, como polimeros, silica gel ou zedlitas*. Muitas vezes a imobilizagdo também é
realizada por ligacdo covalente ao substrato inorganico. Nesses casos tém-se meios
heterogéneos, com a enzima na fase sélida. Esse método facilita a separacdo da enzima do
meio reacional e a purificacdo dos produtos”. Por essas razdes, é o método mais utilizado para
estabilizacdo enziméatica em meios orgénicos na industria, utilizado na producdo em larga
escala de intermediérios de produtos quimicos em empresas como BASF e Pfizer’. No
entanto, esse método apresenta a desvantagem de tornar as reacGes mais lentas, devido a
dificuldades na difusdo do substrato no agregado enzimatico sélido®®. Para facilitar a
dispersdo na solucdo e aumentar a atividade catalitica, alguns artificios podem ser usados
como ligacdo covalente da enzima com polimeros anfifilicos, como polietileno glicol (PEG),

ou o uso de surfactantes?.

Por fim, a estabilizacdo enzimatica pode ser obtida pela alteracdo do meio, em
contraste com os dois métodos anteriores. Este caminho é experimentalmente mais simples
do que os previamente discutidos, mas as causas da estabilizacdo sdo complexas e costumam
ndo ser completamente compreendidas. A alteracdo pode envolver emprego de surfactantes,
levando a formacéo de micelas, adi¢do de sais, ou de osmolitos estabilizadores. Uma outra
possibilidade é a adicdo direta de maior quantidade de 4gua ao solvente organico. Observa-se
que, geralmente, o enriquecimento do meio organico com agua promove maior estabilidade e
atividade enzimatica relativamente a meios anidros*?, e a inativacdo enzimatica é reversivel
apos diluicdo®. A atividade de transesterificacio de subtilisina Carlsberg em tetrahidrofurano,

por exemplo, sofreu um aumento substancial com a adicdo de até 15% (m/m) de agua.*.

1.3. Osmolitos estabilizadores

Algumas substancias consistentemente possuem efeito estabilizante sobre proteinas,
seja em relagdo a variacbes de temperatura, ou a presenca de agentes quimicos
desnaturantes®***. Esses co-solventes sdo chamados de osmélitos estabilizadores, ou também
de solventes compativeis®. Essas espécies sdo assim chamadas pois em células eucariéticas e
procaridticas sdo acumuladas em resposta a condigdes desnaturantes, como aumentos na

concentragdo osmotica® .
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Os principais osmolitos estabilizadores conhecidos sdo prolina, N-6xido de trimetil
amina e polialcoois, como glicerol, sorbitol, trehalose e sacarose®®. O glicerol é usado in vivo
por algumas leveduras, plantas e insetos®® e encontra também diversas aplicacées in vitro. De
fato, em meios contendo 99% de glicerol foram verificadas maior estabilidade da estrutura
secundaria de lisozima em comparacdo com agua, conforme resultados de dicroismo
circular®, e grande estabilizacdo da atividade enzimatica de a-quimotripsina a 100°C*. Neste
ualtimo caso, em glicerol a enzima apresentou 80% de atividade remanescente apds 10h de

incubacdo, enquanto que em agua a inativacdo ocorreu em apenas 1 min.

Outros osmdlitos, ao contrario, apresentam efeito desestabilizante, como uréia e
hidrocloreto de guanidina®’. O efeito estabilizador ou desestabilizador depende da natureza da
interacdo do osmoélito com a proteina, ou de seus efeitos sobre as propriedades da soluc&o®2.
Os osmolitos costumam ser empregados em proporcdes significativas na solucdo, de modo

que é apropriado descrevé-los como co-solventes®.

1.4. Mecanismos de estabilizacdo de proteinas

As principais causas da estabilizacdo enziméatica promovida por adi¢do de osmélitos
estabilizadores ao meio discutidas na literatura baseiam-se na interagdo diferencial da
proteina com os solventes®®. Os mecanismos sugeridos sdo agrupados dependendo da
natureza da interacdo entre co-solvente e proteina, em duas classes: mecanismos diretos ou

indiretos.

Os mecanismos diretos se baseiam na interagdo direta do osmolito com a proteina,
principalmente por meio de ligacdes de hidrogénio que estabilizam o estado nativo®’. A
formacdo de uma camada viscosa ao redor da proteina, que reduz sua mobilidade, é outra
alternativa proposta como causa da estabilizagdo estrutural, chamada em inglés de

»3% Essa hip6tese também é sugerida para explicar a maior

“mechanical entrapment
termoestabilidade de algumas enzimas em solventes organicos que ndo sejam osmolitos

estabilizadores™. Tem-se nesses casos exclusdo de agua da superficie proteica.

Os mecanismos indiretos, ao contrario, predizem que o co-solvente influencia a

estabilidade por promover mudancas na estrutura e dindmica da &dgua ao redor da proteina,
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promovendo hidratacéo preferencial®. Essa hipétese explicaria as observacdes de correlacio
direta entre hidratacdo enzimatica, flexibilidade conformacional e atividade verificadas por
ressonancia de elétron-spin e anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo™. Esquemas

dos dois mecanismos estéo representados na Figura 1.2.

@) (b)

Figura 1.2. Mecanismos propostos para os efeitos de ativagdo e estabilizacdo de enzimas em
misturas com osmdlitos: (a) Hidratac&o preferencial (mecanismo indireto) e (b) Excluséo de dgua

(mecanismo direto).

Apesar dos estudos conduzidos na presenca de diversos co-solventes, 0s mecanismos
de estabilizagcdo ndo estdo completamente esclarecidos. Por exemplo, estudos de dindmica
molecular com diversos polialcoois apontam para a particdo entre dgua e co-solvente em
solucdo e hidratagdo preferencial como mecanismo para a estabiliza¢éo estrutural do inibidor
de quimotripsina 2 a 363 K*. Além disso, resultados experimentais de anisotropia de
fluorescéncia resolvida no tempo também sugerem hidratacdo preferencial em meios
contendo proporcdes de até 50% de glicerol em solucdo®. Outro estudo de dindmica
molecular, no entanto, favorece a hipétese de exclusdo de agua em misturas contendo trealose
como osmolito®. Espectros vibracionais no infra-vermelho de suspensdes de protefnas em
misturas contendo carboidratos também apontam para 0 mecanismo de exclusdo da agua
devido & verificacdo de ligacdes de hidrogénio diretas entre proteina e osmélito*’. Por fim,
um estudo de dinamica molecular com acetona ou isopropanol em agua sugere particdo do

meio na superficie da proteina, com o co-solvente concentrado nas regiées ndo-polares®*.



25

1.5. Subtilisina Carlsberg

A subtilisina Carlsberg (SC) é uma serina protease, também conhecida como
subtilisina A ou subtilase A. Faz parte de uma familia de proteases chamadas de subtilisinas,
cujo nome deriva da bactéria da qual foi primeiramente isolada, Bacillus subtilis®®. SC, em
particular, ¢ uma enzima extracelular secretada por Bacillus licheniformis, com pH étimo
alcalino e constituida por uma Gnica cadeia contendo 274 aminoacidos*. Os residuos Ser221,
His64 e Asp32 sdo 0s responsaveis pela sua atividade catalitica. SC possui um unico residuo
de triptofano, na posicdo 113. Sua estrutura é dada na Figura 1.3. Acredita-se que,
originalmente, a enzima estivesse envolvida em processos de esporulacdo, apesar de haver

indicacBes de que atue apenas com fungdo nutricional®.

Figura 1.3. Estrutura da enzima subtilisina Carlsberg, com triade catalitica (laranja) e residuo

de triptofano (azul) destacados.

SC destaca-se como uma enzima modelo dentre as proteases de interesse para
investigacdo dos efeitos da adi¢do de solventes organicos por ser estavel em uma diversidade

de solventes e disponivel comercialmente?®!. Diversos estudos relacionando atividade e
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estrutura de SC em variados solventes foram realizados'?**%>%. SC & solavel e ativa mesmo
em 100% glicerol, apresentando atividade de transesterificacdo de éster etilico de N-acetil-L-
fenilalanina com propanol 500x maior que em outros solventes organicos, como etileno

20
I

glicol, N-metilformamida e 1,2 ou 1,3 propanodiol". Neste trabalho, estudamos a solvata¢ao

e anisotropia de fluorescéncia de SC em misturas de dgua e glicerol.
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Capitulo 2

Simulacdes de Dinamica Molecular

SimulacGes de dindmica molecular (MD) constituem uma importante ferramenta
tedrica que possibilita obter informacGes sobre o comportamento dindmico de diversos
sistemas em escala molecular®®. Quase 40 anos se passaram desde a primeira simulagdo de
uma proteina®, e hoje os mais variados sistemas podem ser simulados realisticamente,
permitindo o estudo de propriedades de liquidos puros, proteinas, ou de sistemas mais

complexos.

As simulacdes de MD classicas baseiam-se na maior parte das vezes na construcao de
um modelo que representa cada atomo como uma particula pontual sujeita a interacfes intra-
e intermoleculares com os outros atomos do sistema. Através do calculo do potencial definido
por essas interacbes e do uso das equacOes de movimento de Newton, configuracfes
sucessivas podem ser obtidas. As posicdes e velocidades das particulas em cada instante do
tempo constituem uma trajetdria, a partir da qual pode-se estudar a evolugdo temporal de

propriedades do sistema simulado.

SimulacGes de MD cléssicas sdo usadas no estudo de sistemas grandes demais para
serem investigados por mecénica quéntica, e que podem ser tratados sem considerar
explicitamente os elétrons. Nessas situagdes, a dindmica do sistema & modelada
satisfatoriamente pelos potenciais classicos e permite a investigacdo de diversos fendmenos
estruturais e dinamicos, muitos inclusive que dificilmente sdo acessiveis a técnicas

experimentais™*.

Neste capitulo serdo tratados os conceitos principais do método de dindmica
molecular, e na Ultima secédo serdo apresentados os detalhes das simula¢es conduzidas neste

estudo.
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2.1. Campos de forga e potenciais de interacao

Em MD, as interacBes entre atomos do sistema sdo tratadas atraves de potenciais
classicos, que sdo parametrizados para reproduzir de forma simplificada porém eficiente as
interacdes em nivel microscopico. O conjunto da forma funcional dos potenciais e sua
parametrizacdo é chamado de Campo de Forga®. A energia potencial é dada como fungéo
somente das posi¢des dos atomos do sistema, uma simplificacdo baseada na aproximacéo de
Born-Oppenheimer®®,

Exemplos de campos de for¢ca que apresentam sucesso na simulacéo de proteinas sao
CHARMM®"*® OPLS>®, AMBER® e GROMOS®. Esses campos de forca descrevem as
interacdes entre diferentes atomos pela soma de interacdes nao ligadas (também chamadas de
interacdes intermoleculares, mas que podem envolver atomos distantes na mesma molécula) e
ligadas (ou interacOes intramoleculares). A forma funcional dos campos de forca é um

compromisso entre eficiéncia computacional e exatiddo da modelagem.

No caso do campo de forca CHARMM, usado neste trabalho, até 5 termos sdo usados
para modelar as interacdes de atomos préximos em uma estrutura molecular, os potenciais
ligados. Os trés principais representam as variaces de energia associadas com o estiramento
das ligacdes quimicas, deformacdes angulares e tor¢Ges diedrais. Esses tipos de movimentos
séo esquematizados na Figura 2.1.

(@) (b) (c)

Figura 2.1. Esquema dos movimentos intramoleculares sobre os quais sao definidos os potenciais das

interacBes intramoleculares: (a) estiramento das ligacdes, (b) deformacdo angular e (c) tor¢édo diedral.
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O estiramento das ligacGes € descrito por um potencial harmonico conforme Eq. 2.1,

onde k; € a constante de forca, r é a separacao entre 0s atomos e ry € a distancia de equilibrio.
Vy(r) = ky(r —1p)? (2.1)

As deformacbes de angulos em moléculas com trés ou mais atomos também sédo
representados por potenciais harmonicos, Eq. 2.2, sendo kg a constante de forca associada a

deformacéo angular, 6 o angulo formado entre os atomos i, j € k e 6o 0 angulo de equilibrio:
Va(8) = kg(6 — 6,)* (2.2)

Em condicdes normais, as ligacbes e os angulos entre atomos apresentam pouco
desvio dos seus valores de menor energia, de modo que é apropriado tratar essas interacdes
com potenciais harmdnicos. As variagdes na estrutura e na energia relativa de um sistema sao

mais fortemente dependentes das tor¢des diedrais e das interacdes ndo ligadas.

As torgdes diedrais envolvem 4 adtomos ligados sucessivamente e sdao modeladas por
somas de funcdes trigonomeétricas, para representar o potencial peridédico associado com as
interagOes entre atomos vizinhos devido a rotaces ao redor da ligagdo central. Na Eq. 2.3, kg
é a constante de forca do diedro, n é a multiplicidade, que determina o nimero de pontos de
minima energia na curva potencial quando a ligacdes é rotacionada completamente, ¢ é o

valor do angulo diedro, e & é o valor do angulo de fase.
Ve(9) = Xnkg[l + cos(ng — 6)] (2.3)

No campo de forga CHARMM ha ainda dois outros termos referentes as interagdes
ligadas. Um deles representa as torcGes improprias, ou deformagdes-fora-do-plano,
representadas na Figura 2.2. Esse termo é importante para fornecer geometrias corretas de
grupos como carbono sp?, mantendo as ligaces entre o carbono e 4tomo vizinhos no mesmo
plano. Os parametros sdo k,,, a constante de forca da tor¢cdo improépria, w, o angulo fora do

plano, e wy 0 angulo de minima energia:

Vi(w) = k(0 — wo)? (2.4)
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Figura 2.2. Representacdo da torcdo impropria, ou deformacéo-fora-do-plano.

Por fim, o termo de Urey-Bradley representa deformacdes angulares pela interacao
ndo ligada entre atomos 1,3, ou seja, separados por duas ligacdes covalentes (Eq. 2.5). Nesse
caso, k, € a constante de forca, u a distancia entre os atomos e ug a distancia de minima

energia.
Vug(u) = ky(u —ug)? (2.5)
A soma das interagdes intramoleculares, V "™ é entdo dada por:
VIMTe = Nigacses kn (X —10)* + Tanguios ke(0 — )% +
+ Yaiearos kg1 + cos(nw — &) + Yimproprios kw (@ — wo)* +
+ Yurey—Bradiey Ku(U — up)? (2.6)
As interacdes entre atomos ndo ligados, V™', sdo descritas pela soma do potencial de

Coulomb, que modela as interacBes eletrostaticas, e de Lennard-Jones, referente as

interacGes do tipo van der Waals, entre cada par de &tomos:

o A\ 12 N6
VI = B+ B ey [<%> N (2> l &1

ATTEGT i Tij Tij

O primeiro termo representa o potencial de Coulomb, no qual g; e gj sdo a carga dos

atomos ndo ligados i e j, separados por uma distancia ri, e 0 segundo termo representa o
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potencial de Lennard-Jones, onde o;; € a soma dos raios de van der Waals (distancia na qual a
energia € nula), e ¢;;, a profundidade do pogo de energia potencial. O modelo empirico de
Lennard-Jones possui um termo atrativo, que varia com r;;~® e estd relacionado com as

interacGes de London, e um termo repulsivo que se torna predominante a distancias curtas e €

devido a repulsédo de curto alcance causada pela sobreposi¢do das nuvens eletronicas.

Assim, a representacdo do potencial atuante em cada particula do sistema é dada pela
soma das interages inter e intramoleculares, Eq. 2.8.

yTotal — yintra | yinter (2,8)

Um passo importantissimo no desenvolvimento de um campo de forga satisfatorio é a
definicdo dos parametros de cada interacdo presente no sistema simulado, isto €, distancias e
angulos de equilibrio, cargas parciais, etc. Esses parametros sdo muitas vezes definidos
empiricamente, de forma que propriedades estruturais ou termodindmicas medidas a partir
das simulacGes melhor reproduzam resultados experimentais, ou mesmo definidos a partir de

dados de calculos ab initio realizados em sistemas similares mais simples™.

Outra caracteristica desejavel dos parametros de campos de forca € a sua
transferibilidade, ou seja, a capacidade de serem utilizados para modelar outras moléculas
similares, sem haver a necessidade da definicdo de parametros novos para cada interacdo no
sistema em estudo. Isso facilita a aplicacdo dos campos de forc¢a, principalmente quando uma
representacdo aproximada do sistema é satisfatoria. No caso de estudos que requerem
representacdo particularmente detalhada, no entanto, os pard@metros podem ser desenvolvidos

especificamente®.

2.2. Posigdes e velocidades iniciais

As posicdes e velocidades iniciais dos atomos sdo um pré-requisito para a conducéo
de uma simulacdo, e devem ser definidas anteriormente a realizacdo dos calculos dos

potenciais e obtencdo das trajetdrias.

As estrutura iniciais usadas para simular proteinas comumente sdo obtidas de

experimentos, na maior parte das vezes por cristalografia de raios-X ou ressonancia
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magnética nuclear (RMN). A proteina é solvatada pelas moléculas de solvente, gerando uma
caixa de solvatacdo ao redor do soluto. Sdo também adicionados ions como sddio e cloro,
visando manter a neutralidade do sistema e forga ibnica similar & de concentraces
fisiologicas. O tamanho da caixa é definido de forma que a densidade corresponda a do
sistema real nas mesmas condicdes termodindmicas™. As configuragbes iniciais para o
solvente, em particular de misturas como as estudadas neste trabalho, podem ser geradas com
o programa Packmol®.

A fim de minimizar efeitos de fronteira, a maior parte das simulagdes emprega
condicBes periddicas de contorno®. Geralmente o nimero de moléculas de solvente a ser
adicionado é estimado de forma que a caixa gerada seja grande o suficiente para minimizar
interacdes intermoleculares entre a proteina e suas imagens nas células periddicas, mas sem

acarretar em custo computacional desnecessario.

A configuracdo inicial do sistema deve ser escolhida com certo cuidado para nao
apresentar interacdes fortemente desestabilizantes, j& que isso pode prejudicar os primeiros
passos ou mesmo comprometer o sucesso da simulagdo. Por essa razéo, antes da producgéo da
trajetdria € comum realizar uma otimizacdo da estrutura de forma a minimizar maus-contatos.

Essa etapa de minimizacdo da energia sera tratada em mais detalhes na Se¢édo 2.4.1.

Além das posicdes iniciais, as velocidades iniciais de cada atomo do sistema precisam
ser definidas. As velocidades iniciais podem ser todas nulas, com o sistema deixado evoluir a
partir do respouso. O mais comum, no entanto, € a atribuicdo aleatéria de velocidades que
pertencam a uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann para a temperatura simulada. A
equacdo 2.9 fornece a probabilidade de uma particula i de massa m; apresentar velocidade

v;, Nadireacdo x a uma dada temperatura T°°.

Pl = () " exo |22 @9

2.3. Equacbes de movimento

Uma vez que o campo de forca, posi¢Oes e velocidades iniciais estejam estabelecidos,
a dindmica do sistema ao longo do tempo € obtida através da integragdo numérica das
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equacdes de movimento de Newton, que sdo equacOes diferenciais de segunda ordem. Para

cada atomo i de massa m, é possivel calcular a aceleracéo aj(t), a derivada segunda da posi¢éo

a %r;
em relacdo ao tempo (;le(t)) infringida pelas forcas Fi(t) as quais ele esta sujeito:
Fi(t)
a;(t) = T (2.10)

l

A forca atuante em cada &tomo em um determinado instante, por sua vez, é obtida do

gradiente da energia potencial total a que ele esta exposto, como representado na Eq. 2.11.
F,(t) = WV [ry(D)] (2.11)

Devido a complexidade dos sistemas normalmente tratados e da dependéncia da
energia potencial com as posi¢des dos &tomos, o potencial e as equacdes de movimento sao
calculados em sequéncias de intervalos de tempo bem curtos, ou passos de tempo, da ordem
de poucos femtosegundos. Nesses curtos intervalos o potencial é considerado constante. Em
cada iteracdo, as forcas atuantes nos atomos sdo calculadas e usadas para gerar novas
posicdes e velocidades em um intervalo de tempo imediatamente posterior. A repeticdo desse
ciclo leva a obtencdo das trajetérias dos &tomos ao longo do tempo. Devido aos altos custos
computacionais, simulagdes de dindmica molecular costumam ser conduzidas por alguns
poucos nanosegundos, apesar de simulacdes com tempo de amostragem muito mais longos,

até a escala de microsegundos, serem mais recentemente encontradas na literatura®*®*.

H& diversos algoritmos disponiveis para realizar a integracdo das equagdes de
movimento a partir da aceleragdo calculada pela Eg. 2.10 e das posi¢bes e velocidades

iniciais. Dois deles serdo tratados a seguir.

2.3.1. Algoritmo Verlet

O algoritmo Verlet utiliza as posicdes e aceleragdes em um tempo t, conjuntamente
com as posigdes de um passo imediatamente anterior, r(t — &t), para calcular as posic¢oes
seguintes r(t + 5t)%. As posicdes da particula i nos instantes t + 5t sdo aproximadas como

expansdes de Taylor ao redor de r(t):
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r(t+6t) =r(t) + v(t)dt + %a(t) 5t? + %% 5t3 + ... (2.12)
r(t—6t) = r(t) — v(£)st + %a(t) 5t2 — %% 5t3 + ... (2.13)

A equacdo resultante é entdo obtida pelas soma das Eg. 2.12 e 2.13, onde foram

desprezados os termos com dependéncia maior que §¢t3:
r(t+ 6t) = 2r(t) — r(t—6t) + St%a(t) (2.14)

As velocidades ndo aparecem explicitamente nesse algoritmo, mas podem ser
calculadas dividindo as diferencas nas posi¢des nos instantes t + 6t e t — &t por 28t, Eq.
2.15.

_ r(t+8t)—r(t-6t)
v(t) = s (2.15)

Esse método possui a desvantagem de que, para 0 primeiro passo da simulacdo, a
posicdo em um instante anterior ndo é conhecida. 1sso no entanto pode ser estimado pelo uso

da equacdo de Taylor para r(t — 6t), Eq. 2.13, com t = 0:

r(=6t) = r(0) — 5tw(0) + % 5t2a(0) (2.16)

2.3.2. Algoritmo velocity-Verlet

A variante “de velocidade” do algoritmo Verlet possui a vantagem de fornecer
posicdes, velocidades e aceleragdes para um mesmo instante (t + §t) sem a necessidade de
serem conhecidas as posi¢es em (t — 6t). As posicdes dos &tomos nos instantes seguintes
sdo calculadas em funcdo da posicéo, velocidade e aceleracdo em t, como descrito na Eq.
2.17%,

r(t + 6t) = r(t) + v(£)6t + g a(t)st? (2.17)
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A determinagdo da velocidade em (t + &t), no entanto, envolve uma média das
aceleracGes nos instantes t e (t + 6t), pois dessa forma as velocidades sdo calculadas com

maior precisdo do que no método Verlet>:
v(t+6t) = v(t) + % Stla(t) + a(t + &t)] (2.18)

Por causa do método de célculo de v(t + &t), o algoritmo velocity-Verlet é na
realidade implementado em trés etapas: primeiramente as posi¢cGes no instante de tempo
seguinte sdo calculadas segundo a equagdo 2.17. As velocidades em um instante de tempo

intermediario, v (t + %&), sdo entdo calculadas de acordo com a equagéo 2.19.

v (t + %&) =v(t) + % Sta(t) (2.19)

Por fim, as forcas no instante seguinte sdo determinadas, uma vez que se conhecem

as posicdes r(t + 8t), gerando a(t + St) , permitindo assim o calculo de v(t + 5t):

v(t+6t) =v (t + %St) + % Sta(t) (2.20)

2.4. Etapas da simulacéo

As simulacdes de dinamica molecular envolvem propriamente trés etapas:
primeiramente é realizada uma minizacdo da energia do sistema inicial, seguida de
equilibracdo da estrutura minimizada nas condi¢des termodinamicas de interesse. Somente
entdo, na etapa de producdo, sdo obtidas as trajetdrias que serdo utilizadas para analise. As
etapas anteriores a etapa de producdo sdo necessarias pois, na grande maioria dos casos, as
configuracBes iniciais apresentam maus contatos entre os atomos ou tor¢des locais que
podem gerar enormes potenciais repulsivos e desestabilizar a simulagdo. Além disso, a
energia total do sistema precisa ser equilibrada para atingir a energia interna termodinamica
nas condi¢des desejadas. A seguir 0s conceitos basicos dessas trés etapas sdo apresentados em
mais detalhes.
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2.4.1. Minimizagao da energia

Na minimizacéo, as coordenadas dos atomos sdo variadas, de modo a minimzar a
energia potencial do sistema e atingir uma estrutura sem sobreposicdo de atomos e uma
energia total satisfatoria. Diversos algoritmos permitem realizar essa etapa, e encontram-se

otimizados em softwares de simulacées de dindmica molecular®.

2.4.2. Equilibragao

Apbds a minizacdo segue-se para a etapa de equilibracdo, pois geralmente a
configuracdo de minima energia gerada ndo corresponde a uma estrutura adequada para as
condigdes termodinamicas em que se deseja realizar a simulacdo. Nesse ponto propriedades
como temperatura e pressdo sdo controlados para atingir os valores termodinamicos. O tempo
de equilibracdo vai depender do tempo necessario para que as propriedades de interesse
estejam corretamente amostradas nas condic¢des termodindmicas de interesse e flutuem em

torno de um valor médio.

Em sistemas ndo homogéneos, como o caso de proteinas em solugdo, um
procedimento tipico é primeiramente realizar a minimizacdo e equilibracdo do solvente e de
contra-ions da solucdo, com os atomos da proteina mantidos fixos. Somente depois 0 sistema
inteiro € minimizado e equilibrado, podendo ainda envolver etapas nas quais a cadeia
principal da proteina é mantida fixa, para finalmente permitir a relaxacdo do sistema como

um todo.

2.4.3. Producéao

Por fim, a evolugdo temporal do sistema pode ser obtida na fase de simulagOes
produtivas. E nessa etapa que posicdes e outras propriedades dos sistemas sdo gravadas para

a realizacdo das analises das propriedades do sistema.
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2.5. Ensembles e controle das condic¢des termodinamicas

Um ensemble corresponde a um grande conjunto de réplicas de um sistema
termodinamico. Sob a hipotese ergotica, na qual todas as configurages do sistema podem ser
amostradas por uma das réplicas em tempo suficientemente longo, médias de propriedades do
ensemble podem ser substituidas pelas médias temporais sobre a evolugdo temporal de uma

das réplicas®.

O tipo de ensemble simulado depende das propriedades que se deseja calcular. Nas
simulaces, temperatura (T), pressdo (P), nimero de particulas (N), volume (V) ou potencial
quimico (1) podem ser mantidos constantes. Dessa forma, ensembles comumente simulados
sdo o ensemble microcanénico (no qual N, V e E sdo mantidos constantes), o ensemble
canonico (NVT) e o ensemble isotérmico-isobarico (NPT). O ensemble NPT é utilizado para
simular grande variedade de situagcdes experimentais, que sédo geralmente conduzidas nas
condicbes de temperatura e pressdo constantes. A seguir serdo discutidas as técnicas
utilizadas neste estudo para se manter temperatura e pressao constantes nas simulacdes de
MD. Nesses casos as equacbes de movimento sdo modificidas de forma a permitir

amostragem do ensemble desejado.

2.5.1. Controle da temperatura

A dindmica de Langevin é um dos métodos utilizados para manter a temperatura de
uma simulag&o aproximadamente constante. Esse método simula o acoplamento de um banho
térmico a caixa de simulagdo, e as particulas na caixa sdo submetidas a forcas adicionais
devidas a choques estocésticos com as particulas do banho. As forgas extras sdo causadas por
friccdo com o banho, um termo dissipativo, e por flutuacbes randémicas devido a colisdes
com moleculas do banho, um termo impulsivo. A equacdo de movimento dos atomos se

torna:

9? i(t ar;(t
mi% = -VV(r)— miyg—t()-i- \2ykgTm;R(t) (2.21)

onde y € o coeficiente de friccdo e R(t) as forcas aleatdrias, onde kz é a constante de
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Boltzmann e T a temperatura do banho®. A fricgdo é proporcional & velocidade da particula.
Quanto maior for o valor de y, maior o acoplamento com o banho externo. Por fim, as forgas
aleatorias sdo associadas a uma temperatura e fornecem energia ao sistema®’. R(t) é uma

variavel aleatoria gaussiana com média zero e desvio padrdo 1.

2.5.2. Controle da pressao

No software de simulacdes NAMD, a pressdao € mantida constante através de
alteracBes no volume (e consequentemente tamanho) da caixa de simulacdo utilizando uma
versdo do método de Nosé-Hoover®®. Similarmente ao acoplamento de um banho térmico no
caso do controle de temperatura, o volume da caixa é adicionado como grau de liberdade, de
forma a representar um pistdo externo acoplado ao sistema. Assim, o volume varia durante a
simulacéo, determinado pelo equilibrio entre a pressdo interna do sistema e a pressao externa

desejada.

2.6. Interacdes de longo alcance

A parte computacionalmente mais intensa de uma simulagdo de dindmica molecular é
o calculo das interacBes intermoleculares, os potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb,

devido ao grande nimero pares de atomos.

Pela dependéncia com 1, as energias calculadas pelo potencial de Lennard-Jones sdo
mais importantes a distancias curtas, de forma que é comum ndo serem calculadas entre pares
de atomos localizados a distancias maiores que um certo limite (ou cutoff) pré-estabelecido,
sem a insercdo de erros significativos com essa aproximacao. Valores por volta de 10 A séo

rotineiramente empregados”.

As interacbes Couldmbicas, no entanto, ndo podem ser submetidas aos mesmos
cutoffs pois sdo interacdes de maior alcance. Nesses casos, interagdes entre particulas de
caixas vizinhas ndo podem ser desconsideradas sem induzir grandes erros na dindmica e
estrutura do sistema. Um meétodo utilizado com sucesso em simulagdes de proteinas, DNA e
outros sistemas é o método de Somas de Ewald, e uma de suas variantes, Particle Mesh
Ewald.
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O método das Somas de Ewald foi derivado em 1921 para tratar da energética de
cristais i6nicos. Esse método considera a interacdo de uma particula com as particulas na
caixa de referéncia e com todas as outras nas caixas periodicas repetidas. O potencial de
interacdo adquire a forma da Eq. 2.22 para n caixas onde n = (n,L, nyL, n,L), sendo ny nye n,

nlmeros inteiros, é o vetor posicao das células, excluindo-se a interacéo i = j quando n = 0°°.

_ 1 N N aiq;
V=23 ‘=121=1—4nso|rl-j+n| (2.22)

A somatéria em 2.22 converge muito lentamente no espaco real, porém, converge
rapidamente no espaco reciproco. Usando transformada de Fourier o potencial pode assim ser

calculado de forma eficiente e razoavelmente rapida.

Particle Mesh Ewald (PME) é um desenvolvimento do método de somas de Ewald e
utiliza transformadas rapidas de Fourier e outros procedimentos para acelerar o calculo de
potencias de longo alcance’. Esse método atualmente encontra-se implementado em diversos
programas de simulagdo e é usado rotineiramente em simulagdes de sistemas complexos com

condi¢es periddicas de contorno.

2.7. Detalhes das simulacdes

Neste estudo utilizou-se o campo de forca CHARMM?27°', e os sistemas foram
preparados de modo a conter a proteina subtilisina Carlsberg em misturas de glicerol em
agua. Para cada proporcéo foram realizadas 10 simulagdes independentes de 20 ns cada. A
configuracdo inicial foi gerada a partir de uma simulagdo de SC em véacuo a 815 K, utilizando
a estrutura 1SBC do Protein Data Bank determinada por cristalografia de raio X™*. Essa
simulacdo em alta temperatura, na qual a proteina foi mantida fixa com exce¢do do Unico
triptofano, foi realizada para se obter uma estrutura contendo a cadeia lateral desse residuo

exposto ao solvente, como sera discutido no Capitulo 5.

As configuragOes iniciais da proteina na caixa foram obtidas com o software
Packmol®. O sistema foi preparado em caixas ctibicas com condigdes periédicas de contorno,
contendo 22000 moléculas de 4gua do modelo TIP3P™ e fons de sodio e cloro para manter a
neutralidade do sistema. O namero de moléculas de glicerol adicionados em cada caso e as

dimensdes das caixas estdo organizados na Tabela 2.1.



40

Tabela 2.1. Composicdo das misturas de glicerol/agua e dimensdes das caixas.

Proporcéo de glicerol ~ NUmero de moléculas de Aresta ga
(% m/m) glicerol na simulacao caixa (A)

0 0 89,16

9 430 91,85

17 860 94,40

23 1290 96,82

29 1720 99,12

33 2150 101,33

A parametrizacdo das moléculas de glicerol foi realizada por comparacdo e analogia
com moléculas de carboidratos e com a cadeia principal de triacilglicerideos definidas no
campo de forca CHARMM. O esquema da molécula de glicerol e a descri¢cdo das cargas
parciais e dos tipos de atomo utilizados sdo dados na Figura 2.3 e Tabela 2.2,

respectivamente.

Figura 2.3. Representacdo da molécula de glicerol utilizada nas simulagdes. Carbonos em
ciano, oxigénios em vermelho e hidrogénios em branco. Hidrogénios das hidroxilas s&o indicados

como H*.

Tabela 2.2. Cargas parciais e tipo dos atomos da molécula de glicerol.

Atomo Carga parcial  Tipo de &tomo
Oxigénio -0.66 OHL
Hidrogénio H* 0.43 HOL
Hidrogénio H de carbono secundério 0.09 HAL?2
Hidrogénio H de carbono terciario 0.09 HAL1
Carbono C1 0.05 CTL2

Carbono C2 0.14 CTL1
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O software NAMD™ foi utilizado para realizar as simulacdes. As interacdes n&o
ligadas de curto alcance (potencial de Lennard-Jones) foram avaliadas para &tomos que se
encontravam até um raio de 12 A de distancia, e os potenciais de Coulomb foram calculados
via Particle Mesh Ewald. Utilizou-se timestep de 2 fs. As simulagfes foram realizadas a
298,15 K e 1 atm de pressdo, com controle de temperatura usando um termostato de
Langevin e pressdo pelo emprego de barostato de Nose-Hoover. As trajetdrias geradas foram
visualizadas utilizando o software VMD™*. As figuras de estruturas proteicas deste trabalho

foram realizadas utilizando esse software.
As etapas da simulacdo em agua e glicerol foram:

e 1000 passos de minimizacao de energia do solvente, mantendo todos os atomos da

proteina fixos;
e 200 ps de simulacdo a pressao e temperatura constantes, mantendo a proteina fixa;
e 500 passos de minimizagdo de energia da proteina, mantendo os carbonos o fiXos;

e 200 ps de simulagdo a pressdo e temperatura constantes, mantendo os carbonos o

fixos;
e 2 nsde simulagéo a presséo e temperatura constantes, com todo o sistema livre;.

e 20 ns de simulag6es produtivas.
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Capitulo 3

Objetivos

Neste trabalho, a enzima subtilisina Carlsberg foi estudada em misturas de glicerol em

agua por meio de simulagdes de dindmica molecular, com dois objetivos principais:

e Compreender a solvatacdo de SC nas misturas binarias, e levantar possiveis causas

moleculares do efeito estabilizador do glicerol;

e \erificar a dindmica reorientacional do residuo de triptofano de SC e sua correlacdo
com os decaimentos de anisotropia de fluorescéncia experimentais. Comparar a
anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo calculada a partir das simulagdes com
os decaimentos experimentais, e correlacionar o resultado macroscépico a dindmica

do fluoréforo em escala molecular.
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Capitulo 4

Solvatacéo de subtilisina Carlsberg em misturas de agua
e glicerol

O estudo da solvatacdo de enzimas em misturas binarias de agua com solventes
organicos é de grande interesse tedrico e aplicado, tanto para a compreensao do efeito desses
solventes no comportamento enzimatico como para o desenvolvimento de modelos Gteis para
a otimizacdo das enzimas nesses meios diferenciados. O glicerol destaca-se como um
osmolito que promove um aumento da estabilidade enziméatica mesmo em temperaturas ou
presenca de agentes desnaturantes, como sais em alta concentracdo. Por essa razdo, ele é

utilizado h& anos em grandes concentracdes durante o processo de extragdo de proteinas®.

A solvatacdo de subtilisina Carlsberg em meios contendo proporcdes variadas de
glicerol foi investigada por Lakshmikanth e Krishnamoorthy através da técnica de anisotropia
de fluorescéncia resolvida no tempo, utilizando a fluorescéncia do Unico residuo de triptofano
da proteina®. Os tempos de correlagdo rotacional associados as taxas de decaimento da
anisotropia da fluorescéncia se mostraram pouco dependentes da viscosidade do meio,
sugerindo que héa particdo entre agua e glicerol na proximidade da superficia enzimatica, com
a é4gua envolvendo preferencialmente a proteina®. Nesse contexto, as simulagdes de
Dindmica Molecular destacam-se pela capacidade de simular as condi¢des do estudo e
fornecer informagfes em escala microscopica, visando complementar as informacoes

sugeridas pelos resultados experimentais.

4.1 Metodologia

Seis sistemas contendo SC em diferentes proporcfes de glicerol em &gua foram
preparados conforme descrito no capitulo 2. Para cada proporcao, dez simulagfes de 20 ns

cada foram realizadas. As analises conduzidas para estudar a solvatacdo de SC envolveram o
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calculo da funcdo de distribuicdo soluto-solvente e da energia livre de interacdo proteina-

solvente.

A funcdo de distribuicdo radial, g(r), descreve a probabilidade de encontrar uma
particula a uma distancia r de uma outra particula de referéncia em relacdo a mesma
probabilidade em um sistema homogéneo™. Desse modo, ela esté relacionada com a variagao
da densidade de matéria a cada distancia da particula de referéncia, e indica o efeito da
presenca dessa particula nas outras particulas constituintes do meio. Uma vez que proteinas e
solventes ndo sdo esféricos, a funcdo de distribuicédo foi calculada usando a minima distancia
entre pares de atomos na estrutura. A normalizacdo é feita calculando a distribuicdo das
moléculas de solvente na auséncia de interagdes entre soluto e solvente, ou seja, em uma
situacdo homogénea. Essa funcdo é chamada de funcéo de distribuicdo soluto-solvente, gs. A
analise foi realizada com programa desenvolvido pelo grupo’, tomando a agua ou o glicerol

como solventes.

A partir da funcdo de distribuicdo, é possivel calcular a energia livre de interacdo de

acordo com a relacdo termodinamica:

AG(r) = —RTIngg (1) 4.2)

4.2 Resultados

4.2.1. Simulagé&o dos solventes

Primeiramente, simulacdes com &gua e glicerol na auséncia de proteina foram
conduzidas a 298 K e 1 atm. As misturas simuladas continham 0%, 9% e 33% (m/m) de

glicerol em 4gua. Uma simulacédo de 20 ns foi realizada em cada proporcao.

As fungdes de distribuicdo agua-agua calculadas a partir das simulagcdes estdo
apresentadas na Figura 4.1. Independentemente da concentracdo, a forma bem definida da
funcéo de distribuicdo indica a formagéo de ligacOes de hidrogénio, com a distancia na qual o
pico da funcdo é maxima correspondendo a distdncia média O---H de uma ligacdo de
hidrogénio entre moléculas de agua em solucdo a temperatura ambiente. Esse perfil estd de

acordo com encontrado na literatura®. A figura 4.1 oferece ainda a informacéo adicional de
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que o glicerol promove maior organizagdo das moléculas de &gua na mistura, devido ao

aumento no primeiro pico com o aumento da concentracao de glicerol.

gSS

Figura 4.1. FuncOes de distribuicdo dgua-agua para diferentes concentracfes de solugédo de

3.5

3.0 4

2.5

2.0 1

1.5+

1.0

0.5 1

0.0

0%
9%
33%

T T T T T
4 6 8

Distancia / A

glicerol/agua.

10

O mesmo calculo foi realizado para o glicerol a 9 e 33% (m/m) (Figura 4.2). Nesse

caso vé-se que o primeiro pico de solvatagdo é mais largo, devido ao maior tamanho das

moléculas de glicerol e sua maior flexibilidade, o que tornam a interagdo menos organizada.

A localizagéo desse pico, no entanto, corresponde as distancias caracteristicas de uma ligagédo

de hidrogénio. A fungdo para ambos os solventes converge para a unidade, 0 comportamento

esperado devido as longas distancias entre as moléculas nesses casos.

A similaridade entre os perfis nas concentragdes distintas indica ainda que ndo ha

particdo dos solventes, agua e glicerol, com o aumento da concentracdo de glicerol. A solucéo

permanece homogénea e diluida, o que estd de acordo com o resultado experimental e

permite a analise da solvatacdo da proteina sem complicacdes adicionais.
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Figura 4.2. Func0es de distribuicdo glicerol-glicerol para diferentes concentragdes de solugéo de

glicerol/agua.

4.2.2. Solvatacgao de subtilisina Carlsberg

A solvatacdo de subtilisina Carlsberg por agua e glicerol foi entdo analisada a partir
das simulacdes de dinamica molecular. Para obter quantitativamente uma indicacdo da
interacdo dos solventes com a proteina, calculou-se o nimero de ligagcdes de hidrogénio
estabelecidas entre a proteina e o solvente. Os critérios geométricos utilizados para
determinacdo de uma ligacao de hidrogénio foram distancia maxima entre os &tomos pesados
da proteina e do solvente de 3 A, presenca de hidrogénio entre eles e angulo X---H-X de até
20° fora da linearidade. As liga¢des de hidrogénio entre residuos da proteina também foram
calculadas, assim como o namero total de ligagdes de hidrogénio realizadas pela proteina
(com solventes e com ela mesma). Os valores médios das 10 simula¢des em cada proporcéao

estdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Numero médio de ligagdes de hidrogénio realizadas com a proteina.

Na auséncia de glicerol em solucdo, a proteina apresenta um ndmero maximo de
ligacdes de hidrogénio com a agua. A adicao de 9 a 33% em massa de glicerol leva a reducédo
gradativa no numero de interacdes entre agua e proteina, evidenciando que ocorre exclusao
de parte das moléculas de agua na primeira camada de solvatacdo. As moléculas de glicerol,
ao contrario, estabelecem um maior nimero de ligacdes de hidrogénio com a proteina a
medida que ha mais glicerol em solucdo. A substituicdo das ligacbes de hidrogénio proteina-
agua por proteina-co-solvente foi verificada em outros estudos computacionais utilizando
trealose, acetona, isopropanol e formamida®*®. Desse modo, uma pequena porcdo das
moléculas de glicerol substitui a agua na superficie da proteina e interage diretamente com
ela. Ainda que ocorra essa substituicdo, 0 aumento no numero de interagdes com o glicerol
ndo ocorre na mesma propor¢do que a reducdo no numero de interagcBes com a agua, de modo
que ha uma tendéncia de reducdo no numero de ligagdes de hidrogénio totais realizadas pela
proteina com os solventes. Esse dado € mostrado na Tabela 4.1, juntamente com 0s outros

valores correspondentes a ligacdes de hidrogénio proteina-proteina e totais.

As interacdes perdidas com os solventes sdo compensadas por ligagdes de hidrogénio
internas, realizadas entre os préprios residuos da proteina, de modo que o nimero de ligacbes

de hidrogénio totais realizadas pela proteina se mantém essencialmente constante, dentro das



flutuacbes observadas.

Tabela 4.1. Numero de ligagctes de hidrogénio realizadas pela proteina

Proporgdo Numero de liga¢des de hidrogénio
glicerol/agua  proteina - proteina- proteina- proteina- totais
(% m/m) agua glicerol solventes proteina
0 171 £ 3 0 171 £+ 3 5 + 2 224 * 4
9 160 £ 3 7 1 167 * 4 54 + 2 221 = 4
17 151 = 3 12 £ 1 163 + 4 5 * 2 218 * 4
23 150 + 3 17 = 1 167 * 4 5 = 2 221 £ 4
29 143 + 3 22 £ 2 165 * 4 54 + 2 219 = 4
33 138 £ 3 23 2 161 * 4 56 * 2 217 = 4
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Uma das causas propostas do efeito estabilizador de osmdlitos é a alteracdo da

dindmica da agua solvatando a proteina. Para estudar essa possibilidade, o tempo de

sobrevivéncia das ligacGes de hidrogénio realizadas entre SC e agua foi calculado, e a fracdo

da observacdo de cada intervalo de tempo de sobrevivéncia esta relacionado nas Figuras 4.4,

45¢e4.6.
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Figura 4.4. Fragdo de observacdo em funcdo do tempo de sobrevivéncia das ligagdes de hidrogénio

proteina-agua.

Verifica-se que ndo ha uma grande diferenca entre 0s sistemas para um mesmo
intervalo de tempo de sobrevivéncia, e que a maioria das ligaces de hidrogénio sobrevive
apenas por tempos curtos. A Figura 4.5 mostra o histograma em detalhe para os tempos de
sobrevivéncia menores que 1 ps e entre 1 e 2 ps. As ligacGes extremamente breves, que
sobrevivem por menos que 1 ps, sdo mais frequentes em agua, sendo menos frequentes
conforme ha mais glicerol em solucdo. Ja para o intervalo seguinte, de ligacbes que
sobrevivem entre 1 e 2 ps, hd uma inversdo no comportamento, e ligacbes com tempo de
sobrevivéncia maiores sdao mas frequentes nos meios mais ricos em glicerol. Essa tendéncia
se mantém para os tempos de sobrevivéncia mais longos (Figura 4.6), ainda que a diferencga
entre as distintas proporc¢des seja bem reduzida. Esses resultados indicam que o glicerol tem
um efeito sobre a dindmica da agua na primeira camada de solvatacdo, mas esse efeito parece
ser bastante sutil, e portanto a alteracdo da dindmica da 4gua ndo deve ser a causa principal
do efeito estabilizador do glicerol sobre a estrutura da proteina.



Lo At<1ps

659 21.09 7 1<t<2ps
20.8 4
64 - R
©
S < 206
: 7 :
O Rl
’% g
® i
L 7 7 20.4
63 -
20.2
62 LIS B BN L R 20.0
0 9 17 23 29 33 0 9 17 23 29 33

Proporcéo de glicerol em agua / % (m/m)
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Figura 4.6. Fragdo de observacdo em funcdo do tempo de sobrevivéncia das ligagdes de hidrogénio

proteina-agua para ligagdes com maior tempo de sobrevivéncia.
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A seqguir foi realizado o calculo da funcdo de distribuicdo soluto-solvente, sendo a
proteina o soluto. Na Figura 4.7 mostra-se a funcdo de distribuicdo proteina-agua. As curvas
correspondem ao valor médio das dez simulagdes independentes em cada proporgdo. O valor
unitario do gss a partir de aproximadamente 6 A indica que as moléculas de 4gua localizadas a
distancias grandes da superficie da proteina sdo indiferentes a interacdo com ela, fazendo
parte do bulk. A funcdo de distribuicdo pode ser utilizada para calcular a energia livre da
interagdo agua proteina, conforme Eq. 4.1. O perfil de energia livre em funcéo da distancia
minima da superficie proteica esta representado na Figura 4.8.
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Figura 4.7. FuncOes de distribuicdo proteina-agua para as diferentes proporcdes de glicerol em
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Figura 4.8. Perfis de energia livre da interagdo proteina-agua para as diferentes proporg¢des de glicerol

em solucdo.
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Os dois vales de energia minimas, referentes aos dois picos de gss, indicam distancias
da superficie proteica nas quais as interacdes com a agua sdo mais favoraveis, levando a
maior densidade relativa de moléculas de agua. Esses vales representam assim as duas

primeiras camadas de solvatacdo de agua e sdo mostrados em mais detalhes na Figura 4.9.
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Figura 4.9. Detalhe dos perfis de energia livre da interacdo proteina-agua para as diferentes

proporgdes de glicerol em solucéo.

Observa-se mais claramente na Figura 4.9 que ha variagOes gradativas na energia livre
de interacdo com a mudanga na concentragdo de glicerol. Com o aumento da proporcdo de
glicerol, ocorre estabilizacdo das moléculas de dgua na primeira camada de solvatagdo, como
indicado pelos valores de energia livre mais negativos de 0 a 33% (m/m). Essa estabilizacéo
pode parecer surpreendente dado que foi verificada exclusdo de moléculas de agua realizando
ligacdes de hidrogénio com a proteina com a adicao de glicerol, conforme Figura 4.3. Porém,

a funcéo de distribuicéo e o perfil de energia livre evidenciam que, ainda que a densidade de
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moléculas de agua proximas a proteina reduza com o incremento na concentracéao de glicerol,
ela ndo acompanha a reducdo na densidade de moléculas de agua no bulk. A presenca do

glicerol, portanto, resulta na estabilizacdo da agua na superficie da proteina.

Na segunda camada de solvatacdo ocorre comportamento oposto: a energia livre é
minima a 0%, e aumenta a medida que ha mais glicerol em solucdo. Nesse caso, 0 aumento
acentuado de 0 a 9% indica que ha maior desestabilizacdo da agua nessas proporcdes, e que
entre 23 e 33% j& ndo hé efeito da presenca do glicerol. A desestabilizacdo da &gua devido a
adicdo de glicerol indica que o co-solvente tende a ocupar o volume correspondente a
segunda camada de solvatacdo da agua, excluindo-a dessas distancias da superficie da

proteina.

As fungdes de distribuicdo e os perfis de energia livre aplicados para o glicerol como
solvente sdo expostos na Figura 4.10. Nas regides de interacdo favoraveis proteina-glicerol,
ocorre aumento da energia livre com aumento de concentracdo do co-solvente (Figura 4.10b),

um indicativo de que a interacdo proteina-glicerol se torna menos favoravel nessas condicdes.
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Figura 4.10. (a) Funcdes de distribuicdo proteina-glicerol e (b) Perfil de energia livre da interacao

proteina-glicerol para as diferentes proporcGes de glicerol em solucao.
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A fim de investigar em mais detalhes a interacdo dos solventes com a proteina, o
perfil de energia livre foi calculado para a agua e o glicerol em relacdo aos diferentes tipos de
residuos da proteina: carregados, polares-nao-carregados e hidrofébicos. Os perfis de energia
livre da interacdo entre cada um desses grupos de residuos e os solventes estdo na Figura
4.11. Neles sdo mostradas apenas as curvas correspondentes as proporc¢des 0, 9, 23 e 33%

glicerol/agua para facilitar a visualizacao.
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Figura 4.11. Detalhes dos perfis de energia livre da interagdo proteina-4gua e proteina-glicerol para os

diferentes tipos de residuos.

O formato dos perfis de energia livre entre residuos carregados-agua e polares-agua
sdo semelhantes, apresentando um primeiro vale mais pronunciado, correspondente as
interacdes por ligacdes de hidrogénio. Nao ha esse vale para os residuos hidrofdébicos, devido
a auséncia de ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais. O primeiro vale de energia livre
para agua e residuos carregados e polares apresenta valores gradualmente mais negativos para
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maiores concentracdes de glicerol, uma tendéncia ja observada para a interacdo com a
proteina como um todo (Figura 4.9). Por sua vez, nos respectivos vales para o glicerol, ocorre
0 comportamento oposto, ou seja, desestabilizacdo da interacdo proteina-glicerol. Ocorre
assim hidratacdo preferencial nos residuos carregados e polares da superficie da proteina, em

detrimento da interacdo glicerol-proteina.

Referentemente a 4gua na segunda camada de solvatacdo, comportamentos distintos
entre a solvatacdo dos residuos sdo observados. Para os residuos carregados, ndo ha variacao
significativa nos valores de energia livre entre as diferentes propor¢des de glicerol em agua,
havendo somente pequenas flutuacGes, provavelmente devido a diferencas de amostragem
entre as simulacdes independentes. Valores proximos de energia livre entre as diferentes
propor¢des indicam que ndo ha variacdo na intensidade de interagdo entre residuos
carregados e agua, comportamento que ndo havia sido observado até 0 momento. J& para 0s
dois outros tipos de residuos, um aumento mais pronunciado na energia livre é visto com a
adicdo de 9% em massa de glicerol, com variaces cada vez menores para as outras
propor¢des. A mudanca na energia livre de 0 a 9% se deve a exclusdo expressiva de
moléculas de agua da segunda camada de solvatacdo pelo glicerol. As simulacdes com
maiores concentracles de glicerol também indicam a exclusdo da agua pelo glicerol, mas ela
se d& em menor proporcdo, de modo que de 23 a 33% ndo héa diferencas significativas e
entende-se que a eliminacdo de agua na segunda camada de solvatacdo passa a acompanhar a

reducdo de concentracdo de agua da solucéo.

No caso das fungdes de distribuicdo proteina-glicerol, os perfis de energia livre
associados a todos os tipos de residuos se tornam mais positivos com 0 aumento da
concentracdo de glicerol. Isso indica que, apesar de haver exclusdo da agua pelo solvente
organico, ainda assim o glicerol tem a intensidade de sua interagdo com a proteina

proporcionalmente reduzida.

Finalmente, observando-se os valores de energia livre da interacdo dos solventes com
os diferentes tipos de residuos, mostrados na Figura 4.12, verifica-se que para a agua 0s
valores mais negativos sdo alcangados com os residuos carregados, enquanto para o glicerol
isso ocorre com o0s residuos hidrofobicos e polares. Desse modo, a particdo da agua na
superficie da proteina ndo é uniforme, e esta interage preferencialmente com os residuos
carregados. J& o glicerol se concentra nos residuos hidrofobicos e polares, interagindo

preferencialmente com eles em relacdo aos residuos carregados. Também é possivel ver que,
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na primeira camada de solvatacdo, os solventes sdo estabilizados mais proximos de residuos
carregados que de residuos polares, provavelmente causado pela maior intensidade de

interagdo residuos carregados-solventes devido as suas cargas localizadas.
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Figura 4.12. Detalhes das funcdes de distribuicdo (a) proteina-agua e (b) proteina-glicerol para os

diferentes tipos de residuos.

Em seguida buscamos estender a analise da interagdo entre solventes e os diferentes
tipos de residuos levando em consideracdo também a posicéo destes na proteina e exposi¢édo
ao solvente. Na Figura 4.13 a diferenca no nimero médio de moléculas de solvente
solvatando a proteina de 0 a 33% glicerol (m/m) foi calculado para cada residuo
separadamente. Para a contagem do numero de moléculas solvatando cada residuo foi
utilizado um cutoff de 3 A. Observa-se que as variagdes no nimero de moléculas de agua e
glicerol sdo bastante simétricas, mas que o aumento no nimero de moléculas de glicerol ndo

se d& na mesma proporcao que a reducdo no numero de moléculas de &gua.
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Figura 4.13. Variagdo no niumero médio de moléculas de solvente a até 3 A de cada residuo entre 0 e

33% glicerol (m/m).

A variacdo no numero de moléculas de glicerol como funcdo da variacdo no nimero
de moléculas de agua esta representada na Figura 4.14. Existe um comportamento comum,
representado pela reta de regressdo obtida através de um ajuste que elimina valores
discrepantes’’. A tendéncia comum indica o padrio de substituicdo da 4gua pelo glicerol para
os residuos em geral: em média 0,67 moléculas de glicerol por molécula de agua excluida.
Interpretamos esta substituicdo comum como sendo determinada pelos diferentes volumes

moleculares e natureza quimica dos solventes, quando a estrutura ndo impde outras restri¢oes.
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Figura 4.14. Aumento no nimero de moléculas de glicerol a até 3 A em funco da reducéo do
nimero de moléculas de agua a mesma distancia de cada residuo entre 0 e 33% glicerol (m/m). A reta

representa a tendéncia comum para os residuos, desconsiderando os valores discrepantes.

H&, no entanto, alguns residuos que fogem dessa tendéncia. O unico residuo com
variagcbes notadamente discrepantes favorecendo a solvatacdo por glicerol é o Unico
triptofano da estrutura. Esse residuo destaca-se dos outros pois, como sera discutido mais
profundamente no proximo capitulo, durante as simula¢fes ocorrem mudancas na orientacao
da sua cadeia lateral, com grande influéncia na sua exposi¢do ao solvente. Conforme sera
discutido, observa-se grande tendéncia de solvatacdo por glicerol quando este residuo esta em
uma de suas conformagdes (Figura 4.15), o que provavelmente resulta nesse comportamento

médio discrepante.

Os outros residuos que se destacam apresentam reducdo na solvatacdo por agua mas
sem haver substituicdo por glicerol. Apesar de se encontrarem proximos a superficie, suas
cadeias laterais sdo localizadas entre loops pouco flexiveis, de forma que a insercdo das
moléculas maiores de glicerol é mais dificultada do que para a agua. Isso é exemplificado na

Figura 4.15 para os residuos com ANjsga entre -3 e -4 e ANgiiceror menor que 0,5 (Thr33,
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Gly34, Asp60 e Lys94). As ligacGes de hidrogénio intramoleculares realizadas por esses
residuos foram verificadas em 0 e 33%. A reduc&o no nimero de moléculas de &4gua a até 3 A
leva Thr33, Asp60 e Lys94 a realizarem um maior nimero de ligagcdes de hidrogénio com
outros residuos da proteina, compensando a perda dessas interagdes estabilizadoras. Apenas
Gly34 ndo apresenta alteracdo no numero de ligagbes de hidrogénio intramoleculares, que

permanece nulo tanto em agua pura quanto em 33% glicerol.
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Figura 4.15. Representacdo molecular de alguns dos valores discrepantes da Figura 4.14. Na imagem
superior esquerda o triptofano é representado em vermelho e uma molécula de glicerol é destacada.
Na imagem inferior esquerda, s&o mostrados os residuos Thr33, Gly34, Asp60 e Lys94. Agua (azul) é

representada a até 5 A dos residuos e glicerol (laranja) a ate 10 A.

Por fim, a relacdo da variacdo no niumero de moléculas de solventes com a posi¢do na
proteina e polaridade de cada residuo pode ser visualmente verificada na Figura 4.16. A
reducdo no numero de moléculas de agua solvatando a proteina e 0 aumento no nimero de
moléculas de glicerol sdo mais pronunciados em residuos da superficie proteica, em

particular em regides de loop. Fica evidente também que, apesar de haver reducdo no nimero
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de moléculas de agua solvatando os residuos cataliticos (destacados), ndo ha interacdo
pronunciada destes com moléculas de glicerol a 33% (m/m). Além disso, o nucleo
majoritariamente hidrofébico de SC ndo apresenta exclusdo de &gua ou penetracdo por
glicerol. A auséncia de co-solvente no ndcleo da proteina e no sitio catalitico séo consistentes

com a preservacao da atividade proteica nessas condigdes.

AN agua AN glicerol Polaridade

Figura 4.16. Duas vistas de SC, destacando a variagao no nimero de moléculas de agua (AN agua,
imagens a esquerda) e glicerol (AN glicerol, imagens centrais) a até 3 A de cada residuo. Nas imagens
a direita sdo indicadas as polaridades dos residuos: carregados em azul e vermelho, hidrofébicos em

branco e polares em verde.
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4.2.3. Adsorcao de glicerol na superficie proteica

As desestabilizacbes progressivas da interacdo proteina-glicerol (Figuras 4.10 e 4.11)
com aumento da concentracdo de glicerol sugerem a ocorréncia de um processo de saturagdo
dos sitios que interagem com o co-solvente. Para estudar essa possibilidade, procuramos
descrever estas interagoes segundo um modelo de adsorcéo, sendo o glicerol o adsorbato. Na
Figura 4.17 mostra-se o numero médio de moléculas de glicerol presentes em distancias
menores que a do segundo minimo da energia livre, para cada tipo de residuo separadamente.
A unidade de concentracdo de mol.L™ foi usada em vez de proporcdo méssica pois as curvas
de saturagdo costumam ser dadas nessa unidade de concentracdo. Vé-se que, a partir de
aproximadamente 23% (concentracdo de glicerol de 2,48 mol.L™?), o aumento no nimero de
moléculas de glicerol préximas a proteina deixa de ser proporcional ao aumento na
concentragdo total. As curvas indicam que nas concentracdes simuladas inicia-se um processo
de saturacdo da superficie da proteina, mas até a proporcéo de 33% esta se encontra longe da

saturacdo completa.
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Figura 4.17. Namero médio de moléculas de glicerol até o segundo minimo de energia livre em
funcéo da concentragdo. As linhas constantes representam a extrapolacéo para condi¢do sem

saturacao.

A saturacdo dos sitios foi investigada através de dois modelos de adsorcéo, de
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Langmuir e de Freundlich. O modelo de Langmuir é um modelo mais simples, que supde a
adsorcdo em sitios equivalentes, na forma de monocamadas. A adsor¢do é representada pela
reacdo entre o adsorbato e o sitio vazio, levando a formacdo de um complexo, com uma
constante de equilibrio Keq. A partir dessas suposicdes, a equagéo da isoterma de Langmuir e
derivada como mostrada na Eq. 4.2"%. Ela também é representada na sua forma mais comum,
linearizada, na Eg. 4.3., onde N € a concentracdo da substancia adsorvida em uma
quantidade determinada de adsorbente, aqui utilizada como nimero de moléculas de glicerol
préximas a proteina. Nmax € @ concentracdo maxima de adsorbato que pode ser absorvida
(nesse caso numero de moléculas de glicerol/proteina), também chamado de capacidade
maxima de adsor¢édo, Keq a constante de equilibrio da adsorcéo, relacionada com a energia

livre da interacdo adsorbato-sélido, e ¢ a concentracio de adsorbato em solugdo’®.

N Kgg.C c 1 c
N — Nmax-Req 4.2 — + 43
ads (1+Keq-©) ( ) Nads Nads-Keq Nmax ( )

Ja 0 modelo de Freundlich é um modelo empirico, que descreve melhor a adsorcéo
quando esta ocorre na forma de multicamadas e em sitios ndo uniformes (Eg. 4.4). A forma
linearizada da equacdo também é usada mais frequentemente para os calculos dos parametros

de adsorcéo (Eq. 4.5).
Naas = Kp.c'/n (4.4) l0g(Nags) = logKy + = log (c) (45)

A interpretacdo fisica dos pardmetros de Freundlich ndo é trivial, e ha grande
ambiguidade na literatura. A forma da equacéo 4.4 evidencia que 0 parametro n determina a
rapidez com que N,,; aumenta com a concentracdo de adsorbato em solucdo, de forma que é
relacionado com a afinidade dos sitios. Supondo-se que o0s sitios de adsorcdo sao
heterogéneos, em concentracfes baixas de adsorbato os sitios de maior afinidade seriam
preenchidos, e em concentracOes altas os sitios de menor afinidade. O fato do expoente ser n°
! no entanto, resulta em comportamentos distintos dependendo do valor de c. Para
concentragdes de adsorbato menor do que a unidade, N,;5 aumenta conforme n aumenta. Ja
quando ¢ é maior do que 1, h& inversdo na tendéncia e N,4s diminui com o aumento de n.
Valores de n maiores, portanto, implicam em adsorcdo rapida em concentracfes baixas
seguidas de adsorcdo mais lenta conforme ha maior concentracdo de adsorbato. Isso sugere

uma maior diferenca entre as afinidades dos sitios de maior e menor afinidades, ou seja, n é
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um indicativo da diversidade dos sitios de ligacdo. Desse modo, quanto maior n, mais
heterogénea é a superficie®®. O segundo parametro, K;, ndo tem uma interpretacéo clara, pois

esta relacionado tanto com o nimero de sitios quanto com as afinidades.

Os dados foram tratados de acordo com a forma linearizada dos modelos (Figura

4.18), e os parametros calculados estdo organizados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Pardmetros de Langmuir e de Freundlich para adsorcéo do glicerol na proteina

Langmuir Freundlich
Residuos N
adsorbentes Keq IR r Ks n
(L/moly ~ (licerol/proteina) (glicerol/proteina)/(L/mol)*(1/n)
Carregados 0,58 0,036 146,63 0,99 5,12 1,07
Hidrofébicos 0,92 0,058 132,63 0,99 7,32 1,13
Polares 0,76 0,056 303,03 0,99 16,12 1,12

A linearizacdo dos dados na Figura 4.18 e os valores de r de Pearson sugerem que
estes sdo melhor adaptados ao modelo de Freundlich, um modelo provavelmente mais
adequado para descrever a superficie irregular e com variacdo de potencial eletrostatico de
uma proteina. No entanto, ambas as isotermas ndo linearizadas construidas utilizando os
parametros da Tabela 4.2 fornecem bom ajuste para os dados na faixa de concentracdo

estudada, conforme mostrado na Figura 4.19.
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Figura 4.18. Isotermas de adsorcéo linearizadas do glicerol na supreficie da proteina segundo 0s

modelos de (a) Langmuir e (b) Freundlich.
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Figura 4.19. Dados de adsorcéao do glicerol das simulagdes e isotermas de adsorcéo previstas
pelos modelos de Langmuir e Freundlich. As isotermas foram construidas utilizando os parametros

calculados na forma linear.

Segundo o0 modelo de Langmuir, cujos parametros séo mais facilmente interpretados,
os residuos polares apresentam maior capacidade de adsorcdo do solvente, como se deduz do
valor elevado de Nmax. ESSe comportamento provavelmente esta relacionado com o fato de
que ha um maior nimero de residuos polares localizados na superficie de SC. Além disso, Keq
para os residuos hidrofébicos e polares sdo similares, e maiores do que para os residuos
carregados, indicando que a interacdo do glicerol com os residuos hidrofobicos e polares é

semelhante, e a adsorcéo nestes é mais favoravel do que nos residuos carregados.

O parametro n do modelo de Freundlich pode indicar certa heterogeinedade nos sitios
de adsorcdo para todos os residuos, dado que é maior do que 1 em todos os casos. De
qualquer maneira, deve ser mantido em mente que, nas concentracoes estudadas, o sistema se
encontra distante da saturacdo. Novos estudos em concentragdes mais altas de glicerol devem

permitir melhores estimativas dos parametros.

Outra possivel causa das desestabilizacBes progressivas da interacdo proteina-glicerol

com a concentracdo de glicerol é a formacdo de clusters de glicerol no bulk da solucédo. A

formacao de clusters de trealose foi observada em um estudo de simulagdo computacional®.
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A similaridade das fung6es de distribuicdo glicerol-glicerol a 10 e 33% (m/m) (Figura 4.2),
no entanto, elimina esta possibilidade, evidenciando que se tratam de solu¢cGes homogéneas.
Caso houvesse formagéo de clusters, seria esperado um aumento pronunciado na funcéo de
distribuicdo em curtas distancias, devido ao aumento de densidade relativa proximas a

moléculas de glicerol.

4.3 Conclusoes

Neste capitulo a solvatacdo da proteina subtilisina Calrsberg em meios com glicerol e
agua foi estudada a partir de simula¢fes de dindmica molecular em seis concentracdes,
variando de 0 a 33% glicerol (m/m). Primeiramente, funcdes de distribuicdo dos solventes
foram calculadas para simulagcbes realizadas na auséncia da proteina. Os perfis calculados
concordaram com valores disponiveis na literatura e evidenciaram que os solventes formam

misturas homogéneas nas faixas de concentragdes estudadas.

A solvatacdo de SC foi verificada por meio do célculo do nimero de ligacGes de
hidrogénio realizadas pela proteina com os solventes e com ela mesma, do tempo de
sobrevivéncia das ligacdes de hidrogénio realizadas com a agua, e da funcgéo de distribuicdo e
energia livre de interacdo proteina-dgua e proteina-glicerol. A energia livre também foi
calculada para a interacdo entre os solventes e os diferentes tipos de residuos da proteina:
carregados, polares-nao-carregados e hidrofobicos. A variagdo no numero de moléculas de
solventes a até 3 A de cada residuo entre 0 e 33% glicerol/agua foi calculada e relacionada
com a posicdo e exposicdo destes na proteina e suas polaridades. Finalmente, a hipdtese de
saturacdo da superficie proteica pelo glicerol foi investigada segundo os modelos de isoterma

de Langmuir e de Freundlich.

Foi verificado que em misturas contendo glicerol e agua, a proteina interage com
ambos os co-solventes. A adi¢do do glicerol leva a excluséo de parte das moléculas de agua
proximas & proteina, mas essas interacfes perdidas sdo substituidas por interacbes com o
glicerol ou com outros residuos da proteina. A presenca do glicerol em solucéo leva a uma
leve reducdo na taxa de substituicdo de ligacGes de hidrogénio e concentracdo relativa de
agua a distancias pequenas da superficie da proteina. Verifica-se também que, com a adicdo

do solvente organico, a interacdo proteina-glicerol perde progressivamente importancia em
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relacdo a interacdo proteina-agua. Esses resultados favorecem a hipotese de hidratacdo
preferencial, mas ndo ha particdo definida entre os solventes na superficie da proteina. Além
disso, a agua interage preferencialmente com os residuos carregados, e o glicerol, com 0s

residuos hidrofobicos e polares.

As sutis estabilizacdo da interacdo da proteina com a &gua da primeira camada de
solvatacdo e reducgéo da taxa de substituicdo de ligagOes de hidrogénio fornecem informacoes
a nivel molecular do efeito estabilizador do glicerol. No entanto, a pronunciada substituicao
de moléculas de agua pelo co-solvente na superficie da proteina sugerem que a interacao
proteina-glicerol também pode estar relacionada com o efeito estabilizador do glicerol. Além
disso, a auséncia de penetracao significativa de glicerol no interior hidrofébico da proteina ou

no sitio catalitico sdo consistentes com atividade enzimatica nesses meios.

Por fim, observou-se que a adi¢do de glicerol em uma solucdo aquosa pura leva a
exclusdo de parte das moléculas de agua presentes na segunda camada de solvatacdo. Esse
comportamento, no entanto, ndo é tdo pronunciado para adi¢des subsequentes de glicerol,
resultado que sugere a hipdtese de saturacao da superficie da proteina ou formacao de clusters
em solucdo. As isotermas de adsorcdo obtidas indicaram que a adsor¢do do glicerol é mais
favoravel nos residuos hidrofébicos e polares do que nos carregados, e que 0s residuos
polares tém maior capacidade de adsorcdo. A formacdo de clusters ndo € sugerida pelas

funces de distribuicdo glicerol-glicerol.
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Capitulo 5

Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo de
subtilisina Carlsberg em misturas de agua e glicerol

A solvatacdo de subtilisina Carlsberg em misturas de agua e glicerol foi investigada
experimentalmente através da técnica de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo*. A
fim de correlacionar o resultado experimental com a dinamica do fluoréforo em escala
molecular, o célculo da anisotropia de fluorescéncia foi realizado nas simulagdes de SC em
diferentes proporcBes de glicerol. Neste capitulo serdo apresentados os conceitos dessa
técnica experimental, seguido das equacBes que permitem o calculo da anisotropia a partir de
simulacgdes de dinamica molecular. Em seguida serdo discutidos os resultados obtidos a partir

das simulacdes de SC.

5.1. Metodologia

5.1.1. A técnica de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo

A anisotropia da emissdo de uma sonda fluorescente excitada por luz polarizada

depende da sua dinamica reorientacional®®

. Quando acoplada a uma proteina, a sua dinamica
reorientacional pode também ser influenciada pela dinamica da proteina como um todo. Por
essa razéo, quando a sonda fluorescente encontra-se covalentemente ligada a uma proteina,
essa técnica permite obter indiretamente informacdes sobre a mobilidade da macromolécula.
Além disso, pelo fato da dindmica reorientacional ser determinada pelas propriedades do
meio em que o fluoréforo se encontra, a anisotropia de fluorescéncia pode ser usada para o

estudo das propriedades dindmicas do meio.

Os conceitos envolvidos nessa técnica estdo esquematizados na Figura 5.1. Em uma
solucdo de moléculas isotropicamente orientadas, aquelas orientadas de forma que o

momento de dipolo de absorcao seja aproximadamente paralelo a polarizacao da luz incidente
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terdo maior probabilidade de serem excitadas. I1sso pois a probabilidade de absor¢do depende
do angulo entre 0 momento de dipolo de absorcao e a polarizacdo da luz, e € maxima quando

esses vetores sdo paralelos. Esse € um fendmeno, portanto, de fotoselegéo.

Cada molécula excitada eventualmente emitird um foton polarizado de acordo com a
orientacdo de seu momento de dipolo de emissdo. Logo apds a excitacdo, os fluoroforos
excitados apresentam momentos de dipolo de transi¢do anisotrépicos devido a fotoselecdo, e
a luz emitida nesse momento apresenta polarizacdo e anisotropia maximas. A polarizacdo da
fluorescéncia diminui a medida que os fluoroforos se reorientam em solugédo, o que faz com
que cada foton emitido apresente polarizacéo diferente da do pulso de excitagdo®. Em tempo
longo, a emisséo torna-se completamente despolarizada. Assim, como a velocidade de
despolarizacdo da fluorescéncia depende da dinamica reorientacional do fluoroforo, essa

técnica fornece uma indicacdo da dindmica do sistema estudado.

T
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Figura 5.1. Representacdo esquematica dos eventos envolvidos ap6s excitagdo de uma sonda
fluorescente por luz polarizada. As flechas representam o vetor momento de dipolo de transicdo de

moléculas do fluoréforo presentes em uma solucéo.

A anisotropia da fluorescéncia de uma solucdo de fluordforos excitada por luz
polarizada é acompanhada através da medida das intensidades de fluorescéncia com

polarizacdo paralela (l;) e perpendicular (1) a polarizacéo do feixe de excitacéo, e é definida
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na Eq. 5.1.

_ Li®-1.()
r(t) = L ()+21,(t) (5.1)

A expressdo experimental da anisotropia pode ser reescrita em funcdo da dindmica
reorientacional dos vetores de momento de dipolo de absor¢do e emissdo da molécula

fluorofora, conforme Eq. 5.2,

r(t) = 2 (Py[1a(0) - e (D)]) (5.2)

onde u, e u, séo vetores normalizados orientados nas direcdes dos momentos de dipolo de
~ -~ - 1 - A=
absorcao e de emissdo, respectivamente, e P,(x) = > (3x%2 — 1) o polinémio de Legendre de

segunda ordem®%3. Essa equacdo permite que os resultados experimentais de anisotropia de

fluorescéncia sejam reproduzidos a partir de simulaces de dindmica molecular®®

, pois as
trajetorias geradas nas simulagdes fornecem a orientacdo do momento de dipolo de absorcéao
e emissdo em funcdo do tempo. A média na Eq. 5.2 é estimada a partir da média temporal
calculada ao longo de toda a simulacdo para intervalos de tempo t,, (Eqg. 5.3), onde o angulo
entre u, € u, para os instantes t, e t, + ty, respectivamente, sdo calculados a partir da
trajetoria.

(Pa[1a(0) - e (tm)]) = ——— SN P, (g (tn) - the (tn + )] (5.3)

= -m)

O triptofano apresenta dois estados eletrdnicos excitados de energias muito
semelhantes, 1L, e Ly, que sdo diferentemente estabilizados em fungdo da polaridade do
meio %. O estado 'L, sofre maior estabilizac&o em solventes polares devido a interagdes entre
o0 anel e as moléculas de solvente, e a direcdo do momento de dipolo de transi¢do associado a

esse estado foi portanto utilizado como o momento de dipolo de absorcao do triptofano.

O angulo entre os momentos de dipolo de absorcdo e emissdo é dado pela Eq. 5.4,
onde 0 é o angulo entre os dipolos e r, a anisotropia observada no instante inicial do
experimento®. O momento de dipolo de emissdo foi calculado utilizando os valores de
anisotropia de fluorescéncia iniciais obtidos experimentalmente para SC nas misturas de

glicerol em 4gua.
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o _ 3 cosfi-1
04 2

(5.4)

Os valores de 7, experimentais apresentaram variacdes nas diferentes misturas, de
modo que o angulo entre os vetores de absorcdo e emissdo calculado pela Eq. 5.4 nédo foi
constante para todos os célculos. A variagdo, no entanto, é pequena, de 27,8° a 34,2°. Os
momentos de dipolo utilizados para o calculo em 0% glicerol estdo representados na Figura
5.2.

Figura 5.2. Representagéo do triptofano e dos momentos de dipolo de absorcéo (preto) e emisséo
(vermelho) em 0% glicerol. O momento de dipolo de absorcao corresponde ao momento de dipo de
transicdo associado & excitacdo ao estado 'L,. O momento de dipolo de emissao foi definido em

funcdo da anisotropia inicial, Eq. 5.4.

5.1.2. O estudo experimental de SC em agua e glicerol

A relacdo entre mobilidade reorientacional e viscosidade do meio foi usada por
Lakshmikanth e Krishnamoorthy para estudar a solvatacdo de subtilisina Carlsberg em
misturas de agua e glicerol, contendo 0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% (m/m) de glicerol. A
relacdo de Stokes-Einstein para um rotor esférico (Eq. 5.5) descreve a dependéncia do tempo

de correlacdo rotacional (¢) com a viscosidade do meio (), o volume molecular (V) e a

temperatura*®
—
¢ == (5.5)

A presenca de um unico residuo de triptofano em SC facilitou a escolha da sonda

fluorescente, ndo sendo necessario o uso de um fluoréforo externo. Experimentalmente, a
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excitacao do triptofano foi realizada em 295 nm e a intensidade de fluorescéncia medida em
360 nm, um procedimento comum para estudos baseados na fluorescéncia de triptofanos em
proteinas, pois assim evita-se a interferéncia dos outros residuos fluorescentes: fenilalanina
(Aabs = 260 nm, Aems= 282 nm) e tirosina (Aaps = 280 nm, Aems = 303 nm)86. A pouca variagao
nos tempos de correlacdo rotacional obtidos dos decaimentos de anisotropia experimentais
com o aumento da viscosidade do meio devido a adicdo de glicerol levaram os autores a
concluir que ha heterogeneidade no microambiente da proteina, com a agua solvatando-a

preferencialmente.

5.1.3. Preparo das configuracdes iniciais das simulacoes

Com o intuito de obter um entendimento microscopico do comportamento da proteina
e da sonda obtidos experimentalmente, a anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo foi
calculada a partir das simulagdes de dindmica molecular de SC em 4&gua e glicerol. As
mesmas simulagdes estudadas no Capitulo 4 foram utilizadas nesta parte do projeto.

Experimentos de supressdo da fluorescéncia com iodeto indicaram que o triptofano de
SC encontrava-se exposto ao solvente*. No entanto, a estrutura cristalografica de SC
apresenta o triptofano encaixado em um bolso hidrofébico, representado na Figura 5.3. Por
essa razdo, foram geradas configuraces iniciais para as simula¢cdes nas quais o triptofano foi
exposto ao solvente. Para isso, uma simulacdo em alta temperatura (815K), em vacuo, com a
proteina fixa exceto pela cadeia lateral do triptofano, foi realizada. A temperatura elevada foi
utilizada para promover maior mobilidade da proteina e assim permitir que o triptofano
acessasse um maior nimero de conformacfes. As conformacdes do triptofano na estrutura
cristalogréfica e na estrutura gerada e utilizada como ponto de partida para as simulagdes

estdo indicadas na Figura 5.4.
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Figura 5.3. Visualizagéo do bolso ocupado pelo triptofano (em laranja) na conformagéo
cristalogréafica usando representacdo surface. Residuos apolares sdo mostrados em cinza, polares ndo

carregados em verde e carregados em vermelho.

Figura 5.4. Representa¢do das conformagdes do triptofano na estrutura cristalogréfica de SC (em
roxo) e na estrutura gerada a partir de simulagdo a 815K em vacuo com proteina fixa (ciano).
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5.2. Resultados

5.2.1. Anisotropia do triptofano livre em solugdo

O célculo da anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo a partir de simulagdes
de dindmica molecular é possivel pelo uso da equacdo 5.2 %8 Buscou-se validar as
condigdes de simulagdo, realizando-se o calculo em um sistema mais simples: o aminoacido
de triptofano livre em solucgéo de glicerol em dgua (Figura 5.5a). Simula¢des do triptofano em
0 e 10% (m/m) glicerol/agua foram conduzidas a 298 K e 1 atm por 20 ns. Os decaimentos de
anisotropia de fluorescéncia previstos pelas simulacGes estdo expostos na Figura 5.5b,
comparados com os decaimentos experimentais do triptofano livre nas mesmas condigdes,

reportados na literatura®.

Os decaimentos de anisotropia obtidos a partir das simulacGes sao ligeiramente mais
rapidos do que os medidos experimentalmente, pois a total despolarizacdo da anisotropia
ocorre a tempos mais curtos. Um decaimento mais rapido em tempos curtos é geralmente
esperado nas simulacBes em relacdo aos experimentos, porque estes podem ndo possuir
resolucdo temporal suficiente para captar os movimentos mais rapidos. Estes exemplos
mostram que as simulagdes sdo capazes de reproduzir razoavelmente bem os decaimentos

experimentais, e que os decaimentos simulados sdo ligeraimente mais rapidos.
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Figura 5.5. (a) Representacao do sistema de triptofano (verde) em 10% glicerol/agua e (b)
Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo do triptofano livre em solugéo calculada a partir das

simulac@es de dinamica molecular (coloridas) e experimentais (pretas).
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5.2.2. Anisotropia de subtilisina Carlsberg em misturas de agua e glicerol

O calculo da anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo foi estendido as
simulacdes de SC em agua e glicerol. Os decaimentos obtidos sdo apresentados na Figura 5.6,

e na Figura 5.7 eles sdo comparados aos decaimentos experimentais®.
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Figura 5.6. Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo calculada a partir das simulac@es de

dinamica molecular.
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Figura 5.7. Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo calculada a partir das simulac6es de

dindmica molecular (preto) e experimentais (azul).

Verifica-se que ha uma grande variacdo entre os decaimentos calculados a partir das
trajetrias de SC e que, além disso, ao contrario dos resultados para o triptofano livre, eles
diferem dos decaimentos experimentais. Os decaimentos experimentais sdo mais acentuados,
0 que implica em uma dindmica reorientacional do triptofano mais réapida. A inspecéo visual
da dinamica do triptofano e da proteina nas trajetorias geradas evidenciaram que as variacoes
entre as curvas calculadas se devem principalmente a presenca de duas populacbes de
conformacg@es do triptofano na proteina: uma na qual este encontra-se exposto ao solvente e
apresenta grande liberdade de movimento (chamada de confomacdo A), e outra na qual o
triptofano encontra-se no interior de um bolso majoritariamente hidrofobico da proteina, com
apenas uma lateral do anel indol exposta a &gua e movimentacdo muito restrita pela presenca
dos residuos proximos (conformacdo B). Essa conformacdo corresponde ao triptofano na

estrutura cristalografica. As duas conformacdes sao ilustradas na Figura 5.8.
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(@) (b)

Figura 5.8. Representagdo das conformac@es do triptofano amostradas nas simulacdes: (a)

Conformacéo A, triptofano exposto ao solvente e (b) Conformacéo B, cadeia lateral do triptofano

encaixada em bolso apolar com somente uma das laterais dos anéis exposta ao solvente.

Em todas as simulacdes nas quais ocorre a mudanca de orientacdo do triptofano e
encaixe no bolso, o triptofano ndo torna a adquirir a conformacgédo A, sendo completamente
estabilizado na conformacdo B (cristalografica) na escala de tempo da simulagdo. O
triptofano na conformacdo A apresenta grande liberdade de movimento devido a sua
exposicdo ao solvente, enquanto que na conformacédo cristalografica sua movimentacdo é
muito restrita. As variacGes de mobilidade devido a exposicdo do triptofano ao solvente
resultaram na grande variedade de decaimentos de anisotropia vistos na Figura 5.6. A
correlacdo das curvas de anisotropia com a mobilidade e conformacéao do triptofano em 29%
glicerol (m/m) € dada na Figura 5.9 como exemplo dessas observagdes. As imagens da
posicao do triptofano ao longo do tempo também evidenciam a estabilizacdo do triptofano na
conformacéo cristalogréafica, pois este ndo torna a adquirir a conformacéo A apés insercao no

bolso.
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Figura 5.9. Correlacdo da mobilidade do triptofano com o decaimento da anisotropia a 29% glicerol
(m/m). Os decaimentos séo associados a dindmica do residuo de triptofano (destacado em vermelho e
azul) nas respectivas simulagdes. Nas imagens de A a F sdo mostradas as posi¢des do triptofano a
cada 0,1 ns de simulacéo. A escala de cores indica a evolugdo temporal de sua posicéo.
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Na Figura 5.10, as curvas de anisotropia de fluorescéncia teoricas sdo diferenciadas
de acordo com a conformacdo do triptofano nas respectivas simulacdes. As curvas
correspondentes a simula¢Ges que amostraram o triptofano na conformacdo B em algum
momento da trajetéria sdo representadas em cinza, enquanto curvas correspondentes a
trajetdrias nas quais o triptofano permaneceu o tempo todo exposto ao solvente séo coloridas.
Para uma mesma proporcdo de mistura, observa-se que os decaimentos mais rapidos,
principalmente em tempos de correlacdo pequenos, menores que 1 ns, correspondem todos a
simulacbes nas quais o triptofano permanece a trajetéria completa exposto ao solvente. No
entanto, mesmo nessa conformacdo a extensdo da mobilidade pode variar, de modo que ha
diferencas entre as curvas de simulacdes que amostraram somente A. Algumas, que
apresentaram mobilidade do triptofano reduzida, geraram curvas de anisotropia com taxas de
decaimento mais semelhantes as de simulagGes nas quais o triptofano adquire a conformacao

B, ocorrendo inclusive sobreposicao das curvas em tempos mais longos.
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Figura 5.10. Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo calculada a partir das simulagdes de
dindmica molecular. Curvas correspondentes as simula¢des nas quais a conformacao A é amostrada
exclusivamente sdo destacadas, enquanto curvas correspondentes a simulagdes no qual ocorre

amostragem de B sdo mostradas em cinza.
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A disténcia entre o carbono da cadeia lateral de um residuo de alanina localizado no
interior do bolso hidrofébico e o carbono 5 do anel indol do triptofano, segundo a numeragéo
da Figura 5.11c, foi escolhida como uma medida quantitativa da exposic¢do do triptofano ao
solvente. Quando o triptofano esta exposto, essa distancia flutua em torno de 11 A, e diminui
drasticamente quando sua cadeia lateral passa para o interior do bolso, adquirindo valores por
volta de 5 A (Figura 5.11). O tempo de méaxima exposic&o do triptofano ao solvente foi entéo
definido como o instante no qual a distancia entre triptofano e alanina deixa de flutuar em
torno do valor associado a conformacdo A. Para simulagfes nas quais somente A é amostrado
foi considerado tempo de exposicdo de 20ns, o tempo total das simulagbes. O tempo de

exposicdo ao solvente esta entdo relacionado com a amostragem da conformacéo A.

(©)

Figura 5.11. Representacdo da distancia triptofano-alanina utilizada como medida indireta da

exposicdo do triptofano ao solvente. Sdo mostradas distancias tipicas quando triptofano possui (a)
conformacéo A e (b) conformagdo B. Em (c) é indicada a numeracao dos carbonos do anel indol do

triptofano.
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A correlacdo da anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo em 0,2 ns com o
tempo de exposicdo do triptofano ao solvente, na Figura 5.12, evidencia que, de maneira
geral, simulag6es nas quais a conformacdo A é a Unica amostrada apresentaram decaimentos
de anisotropia mais acentuados em tempos curtos. As taxas de decaimento se tornaram mais
lentas & medida que B é amostrado por maior proporcdo do tempo nas simulacdes, em

concordancia com a tendéncia mostrada na Figura 5.8 para 29% glicerol.
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Figura 5.12. Anisotropia de fluorescéncia a 0,2 ns em funcéo do tempo de exposicao do triptofano ao
solvente, na conformacdo A. Simulagdes nas quais A é amostrado exclusivamente sdo mostradas com
tempo de exposicdo de 20 ns, tempo total das simulagfes. As retas tracejadas sdo utilizadas para

mostrar a tendéncia dos dados.

A Figura 5.12 indica que, com algumas excec¢des, simulagdes nas quais B é a
populacdo majoritaria apresentaram os decaimentos mais lentos. A dindmica reorientacional
nesses casos se deve principalmente a rotacdo da proteina. Na Figura 5.13 a descorrelacéo da
posicao de uma hélice de SC em 33% glicerol/agua é utilizada como referéncia para indicar a
despolarizacdo da fluorescéncia causada pelo tumbling natural da proteina, e pode ser
verificada a similaridade dessa curva com o decaimento de anisotropia mais lentos na Figura
5.6.
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Figura 5.13. Descorrelagdo da anisotropia de fluorescéncia devido a dinamica rotacional da proteina
como um todo. O célculo foi realizado considerando uma hélice de SC, em destaque.

Na Figura 5.6 é possivel ver que os valores de anisotropia iniciais, r(0), sdo distintos
para cada proporcdo de mistura. Esses valores correspondem aos determinados no estudo
experimental e estdo relacionados com o angulo entre os vetores de momento de dipolo de
absorcédo e emisséo do triptofano. A fim de poder melhor comparar o comportamento entre as
diferentes propor¢des, o valor correspondente de anisotropia inicial foi subtraido da
anisotropia a 0,2 ns, e os dados para todas as simula¢6es sdo mostrados na Figura 5.14. Desse
modo pode ser melhor visto que as simula¢cdes seguem uma mesma tendéncia geral, e que 0s
valores de anisotropia a um dado momento sdo dependentes da anisotropia inicial exibida em
cada proporcdo de solvente. E aparente, também, que ndo é possivel com estas simulagdes
distinguir claramente o efeito da concentracdo de glicerol na mobilidade reorientacional do

triptofano, ja que ndo se observa uma tendéncia clara dos dados apresentados na Figura 5.14.
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Figura 5.14. Anisotropia inicial subtraida da anisotropia de fluorescéncia a 0,2 ns, em fungéo do

tempo de exposicdo do triptofano ao solvente, na conformacéo A.

A Tabela 5.1 organiza o nimero de simula¢Ges nas quais ocorre amostragem do
triptofano na conformagdo B em algum momento durante as trajetorias. Também é dado o
tempo médio no qual o triptofano permanece exposto ao solvente, correspondente a média do
tempo de exposicdo ao solvente (como definido pela distancia triptofano-alanina) nas dez
simulagdes em cada proporcdo. E interessante que, apesar da estrutura de partida possuir o
triptofano em conformagdo com grande exposi¢do ao solvente, estruturas com o triptofano
excluido do solvente foram amostradas em 47% das simulacdes. Além disso, & supreendente
que as curvas de anisotropia calculadas a partir dessas simulacdes sejam tdo distintas das

experimentais, em qualquer concentragdo de solucao.
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Tabela 5.1. Numero de simula¢Bes que amostram a conformacéo B do triptofano de SC.

Proporcéo NUmero de simulagbes que Tempo médio de exposi¢do ao
glicerol/agua (%6) amostram conformagéo B solvente (ns)
0 5 7,627
9 6 110+25
17 4 132+28
23 5 11,7+28
29 6 141+20
33 2 17,2+20

A Tabela 5.1 indica também que o tempo médio de exposicdo do triptofano é, com
excecao das simulagdes a 23%, maior conforme ha mais moléculas de glicerol em solugéo, e
que portanto as simulacGes com maiores proporcdes de glicerol apresentam uma maior fracao
de populacdo na conformacdo A. A inspecdo visual das trajetorias confirma essa tendéncia.
Isso ocorre pois a medida que o nimero de moléculas de glicerol aumenta nas simulagdes, 0
bolso hidrofébico tende a ser ocupado por um glicerol, o que impede a penetragdo do
triptofano e forca sua exposicdo ao solvente. Na Figura 5.15 é mostrado um instante de uma
das simulacdes contendo uma molécula de glicerol no bolso e com o triptofano na
conformacdo A. A cadeia carbbnica do glicerol o torna um solvente preferivel para realizar
interacdo com os residuos apolares do bolso em comparagdo com a agua, favorecendo a sua
insercdo. Uma crescente exposicdo de residuos de triptofano ao solvente com aumento da
concentracdo do co-solvente também foi verificada em simulages de dindmica molecular de
mioglobina em misturas de agua e etanol, para fracbes molares de etanol menores do que
0,15%.
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N 1 A\ e

Figura 5.15. Snapshot de uma trajetoria que mostra o glicerol (carbonos representados em
ciano, oxigénio em vermelho e hidrogénios em branco) ocupando o bolso hidrofébico e impedindo a

insercdo do triptofano, representado em vermelho.

5.2.3. Influéncia do ambiente na fluorescéncia do triptofano

As simulacGes de dindmica molecular evidenciaram total inconsisténcia entre a
conformacdo cristalogréafica e os resultados experimentais. No caso em estudo, as distin¢Ges
entre o calculo de anisotropia experimental e tedrico podem ser ao menos parcialmente
explicadas levando-se em conta a intensidade de fluorescéncia da sonda. Como hd uma
grande disparidade entre as curvas calculadas a partir de simula¢es nas quais B é amostrado
e as curvas experimentais, procurou-se entdo estudar as razdes que explicariam a maior
contribuicdo da fluorescéncia da conformacdo A na anisotropia de fluorescéncia verificada

experimentalmente.

A fluorescéncia do triptofano é extremamente sensivel a polaridade do ambiente em
que se encontra, sendo de grande vantagem para o estudo de mudancas conformacionais de
proteinas ou de interacBes com outras moléculas®. Uma das causas dessa dependéncia é o
efeito do potencial eletrostatico do ambiente no espectro de fluorescéncia do triptofano. Na
excitacdo para o estado 'L, a densidade eletronica se desloca do anel pirrol para o anel
benzénico (Figura 5.16a), de forma que a presenca de cargas positivas proximas ao anel

benzénico ou negativas proximas ao pirrol estabilizam o estado excitado, contribuindo para a
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reducdo da diferenca de energia com o estado fundamental. Com isso, ocorre aumento do
comprimento de onda de fluorescéncia®. Além disso, em um estudo utilizando QM/MM em
diversas proteinas fluorescentes, Vivian e Callis concluiram que o deslocamento de Stokes,
isto ¢, a diferenga entre Aaps € Aems, € Modesto quando a exposicao do triptofano a &gua ocorre
pelas arestas do anel indol, enquanto que quando uma ou as duas faces estdo expostas, o pico

de fluorescéncia ocorre por volta de 350nm®.

(@) (b)
Figura 5.16. (a) Representacdo do deslocamento de densidade eletrdnica na cadeia lateral do
triptofano durante excitagdo ao estado S;; (b) Moléculas de agua préximas ao triptofano em um frame

de uma simulagéo, indicando possivel estabilizacdo do estado excitado.

Nas simulacbes, quando o triptofano encontra-se no bolso hidrofébico somente a
aresta do anel é exposta ao solvente, as faces estando protegidas pelos outros residuos. Nesse
bolso também nédo ha a presenca de residuos carregados perto da cadeia lateral do triptofano
(Figura 5.3). Dessa forma, quando o triptofano encontra-se na conformagéo cristalografica, o
estado excitado é provavelmente pouco estabilizado. Ja quando o triptofano esta exposto ao
solvente, é verificada a presenca de moléculas de agua orientadas de forma que a carga
parcial negativa do oxigénio possa estabilizar o anel pirrol e o hidrogénio estabilizar o anel
benzénico (Figura 5.16b). Por essas razdes, € plausivel supor que haja um deslocamento para
0 azul (comprimentos de onda menores) no espectro de fluorescéncia do triptofano quando na

conformacéo B.

O espectro de fluorescéncia de SC calculado a partir de simulagdes QM/MM que
apresentam conformacBes com o triptofano excluido do solvente® concordam com o
deslocamento para o azul da emissdo fluorescente. Nesses casos, tem-se Amax = 320 nm,

distinto do comprimento de onda atribuido a fluorescéncia da proteina quando esta apresenta
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o triptofano exposto, onde Amax = 360 nm. Como no estudo experimental da anisotropia de
fluorescéncia de SC as intensidades de fluorescéncia foram registradas a 360 nm, é possivel
que desse modo a fluorescéncia do estado A tenha se sobressaido a da populacdo na
conformacdo B. No entanto, um fato que desfavorece esse raciocinio € o espectro de
fluorescéncia de SC dado no estudo de Lakshmikanth e Krishnamoorthy. O espectro
apresenta maximo centrado em aproximadamente 360 nm, sem a presenca de ombros no

comprimento de onda esperado para a conformagéo B*.

O ambiente em que o triptofano se encontra também afeta a intensidade de
fluorescéncia e o rendimento quantico devido a existéncia de processos ndo radiativos que
levam ao relaxamento do estado excitado®’. O grupo amida da ligacéo peptidica pode ser um
supressor do triptofano. Esse efeito foi demonstrado por Pan e Barkley no estudo da
supressao da fluorescéncia de um hexapeptideo circular contendo apenas um triptofano em
diferentes posi¢bes na cadeia € nenhum outro residuo que pudesse atuar como supressor. Os
resultados mostraram grande variacdo do rendimento quéntico em funcdo da posicdo do
triptofano™. Assim, evidenciou-se a dependéncia desse tipo de mecanismo com a
conformacdo da cadeia lateral e proximidade com a ligacdo peptidica. Além disso, em
proteinas, ha oito cadeias laterais de residuos que podem levar a supressdo da fluorescéncia
do triptofano: histidina, glutamina, asparagina, glutamato, aspartato e cisteina, que envolvem
mecanismo de supressao por transferéncia de elétron, e lisina e possivelmente tirosina, que
acredita-se que suprimem por transferéncia de préton®’. Os mecanismos requerem

proximidade entre o supressor e o fluoréforo, a distancias de até 10 A.

Como as simulagdes realizadas se tratam de simulacgdes classicas, a possibilidade de
ocorrer supressao da fluorescéncia ndo pdde ser quantitativamente verificada, restando
apenas a previsdo com base em argumentos qualitativos. Na supressdo pela cadeia peptidica,
um elétron é transferido do centro do anel indol para o carbono da carbonila mais préxima
presente no backbone. O estado pos-transferéncia da carga sera estabilizado se a transferéncia
de elétron se der em direcdo a uma carga positiva ou em direcdo oposta a uma carga
negativa®®. Qudo mais estavel este for, mais provavel sera a supressdo da fluorescéncia pela
amida da cadeia peptidica. No entanto, no bolso hidrofébico da proteina ndo ha residuos
carregados proximos que justifiguem a estabilizacdo do estado pos-transferéncia de carga e
portanto ndo ha indicacdo de que a supressao da fluorescéncia da conformacao B pela cadeia

peptidica ocorra nesse caso.
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Por fim, dentre os possiveis residuos supressores do triptofano em SC, uma
asparagina e duas tirosinas encontram-se a distancias suficientemente pequenas (menos de 10
A) quando o triptofano encontra-se na conformacio cristalografica, como representado na
Figura 5.17. Outros residuos supressores encontram-se a distancias ndo condizentes com

mecanismos de supressao de fluorescéncia.

Figura 5.17. Representacdo do residuo de triptofano (verde) e dos residuo de asparagina e tirosina
(vermelhos), possiveis supressores da fluorescéncia da conformagdo B. Outros residuos supressores

de fluorescéncia proximos estao representados em laranja.

As interagdes entre tirosina e triptofano que podem levar a supressao da fluorescéncia
do triptofano provavelmente envolvem interacfes entre a hidroxila da tirosina e os carbonos
2, 4 ou 7 do triptofano®, utilizando a notacdo da Figura 5.11c. O residuo de tirosina
localizado em um loop da proteina, que se encontra mais distante do bolso, apresenta certa
mobilidade nas simulagbes, diversas vezes encontrando-se distante mais do que 10 A do
triptofano. Por essa razdo, a tirosina no bolso se apresenta como o residuo supressor mais
provavel. No entanto, apesar da proximidade entre esse residuo e o triptofano, a orientacdo da
hidroxila da tirosina ndo parece condizente com transferéncia de préton para os carbonos 2, 4

ou 7 do anel indol, como pode ser visto na Figura 5.18. Por essa razdo, achamos pouco
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provavel que esse residuo possa levar a supressdo da fluorescéncia da conformacao

cristalogréfica.

Figura 5.18. Representacdo dos residuos de triptofano e tirosina. As distancias entre o
hidrogénio da hidroxila da tirosina e os carbonos 2, 4 e 7 do anel indol s&o indicadas.

A asparagina promove a supressdo por meio de transferéncia de elétron, porém o
mecanismo exato ndo é definido®. Como a cadeia lateral desse residuo possui um grupo
amida, é razoavel supor que a supressdo envolva transferéncia de elétron do anel indol para a
carbonila da cadeia lateral, de maneira similar ao mecanismo de supressdo pela cadeia
peptidica. Sob essa suposicdo, a estabilidade do estado pos-transferéncia de carga pode ser
presumida, como para a supressdo pela cadeia peptidica, caso haja grupos com carga negativa
préximos ao anel do triptofano e grupos positivos proximos a asparagina. Essa possibilidade
foi investigada através da inspecao visual das simulacdes. H4 um residuo de lisina cuja cadeia
lateral é localizada espacialmente proxima a asparagina, porém ele ndo permanece orientado
em direcdo a esse residuo durante toda a trajetoria, devido & interagdo com outro residuo na
direcdo oposta. A presenca de moléculas de agua proximas a asparagina poderia, no entanto,
assegurar a estabilizacdo do estado suprimido mesmo nesses casos. A estabilizacdo da carga
parcial positiva no triptofano provavelmente também depende exclusivamente da interacéo

com moléculas de &gua, pois 0 Unico residuo positivo préximo ao bolso, glutamato, ndo se
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encontra orientado de forma a permitir interagdo, como mostrado na Figura 5.19a. As
possibilidade de interacbes estabilizadoras do estado suprimido, como visto em dois
momentos das simulacles, estdo representados nas Figuras 5.19b e 5.19c. A supressdo da
fluorescéncia do triptofano quando na conformacéo B pelo residuo de asparagina configura-
se portanto como outra possibilidade da nao-observacdo da dindmica reorientacional desta

populacdo pela técnica experimental.

(b) ()

Figura 5.19. (a) Representacdo da distancia triptofano-glutamato; (b) e (c) representacGes de
interacOes entre triptofano e asparagina com residuos laterais ou moléculas de agua que promovam
estabilizacdo do estado pds-transferéncia de carga apds supressao da fluorescéncia do triptofano por

asparagina.
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5.3. Conclusdes

Neste capitulo a anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo de SC foi calculada a
partir das simulacdes de dinamica molecular realizadas em seis proporcdes de glicerol em
agua, visando obter informacdes em nivel molecular da dindmica da proteina e do residuo de
triptofano. Os decaimentos de anisotropia tedricos foram calculados utilizando a equagéo 5.2,
que relaciona a descorrelacdo dos momentos de dipolo do triptofano a partir da evolucgéo

temporal destes nas simulagoes.

Primeiramente, a correta representacdo do sistema pelas simulagdes foi verificada
através do célculo da anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo do triptofano,
utilizando simulacdes do aminoacido de triptofano livre em solucdo a 0 e 10% (m/m)
glicerol/agua. As curvas experimentais e tedricas apresentaram grande semelhanga, sugerindo

representacdo satisfatria das condi¢fes experimentais pelas simulagdes.

A anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo foi entdo calculada para as
simulacbes de SC em agua e glicerol. Foi observada grande variagdo entre as curvas para uma
mesma proporcdo de mistura, e diferencas pronunciadas com relacdo aos resultados
experimentais. As simulac@es de dindmica molecular evidenciaram que a conformacao
cristalografica de SC ndo é consistente com a conformagdo em solucdo. As diferencas
pronunciadas entre os decaimentos experimentais e calculados a partir de simulagdes nas
quais o triptofano adquire a conformacdo B sugerem que somente a conformacao no qual o

triptofano é exposto ao solvente é amostrada experimentalmente.

Foram exploradas as possibilidades de que o estado com menor mobilidade tenha a
observacdo de sua fluorescéncia reduzida por deslocamento do comprimento de onda de
emissdo ou por supressdo, dada a sensibilidade do triptofano ao ambiente em que se encontra.
O deslocamento da fluorescéncia para comprimentos de ondas menores do que os medidos
experimentalmente pode ser a causa de tal disparidade, devido a falta de estabilizagdo do
estado excitado promovida pelo ambiente apolar do bolso no qual o triptofano se encaixa na
conformacdo cristalografica. Por fim, a supressdo da fluorescéncia por um residuo proximo
de asparagina é também sugerida devido as possibilidades de interacGes estabilizadoras do
estado pos-transferéncia de carga com um residuo de lisina préximo ou com moléculas de

agua observadas nas simulaces.
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Capitulo 6

Conclusoes finais

Neste trabalho, investigamos a solvatacdo de subtilisina Carlsberg em solugcbes
aquosas de glicerol em nivel microscépico, por meio de simula¢es de dindmica molecular.
Ha significativa substituicdo das moléculas de dgua por moléculas de glicerol na superficie da
proteina. No entanto, com o aumento da concentracdo de glicerol, ha leve estabilizacdo da
agua remanescente na primeira camada de solvatacdo dos residuos carregados e polares,
juntamente com desestabilizacdo do glicerol. Ocorreu também sutil aumento do tempo de
vida das ligacdes de hidrogénio proteina-agua com o aumento da concentracao de glicerol.

O estudo da interacdo do glicerol com os residuos da proteina segundo modelos de
adsorcdo indicaram que as energias livres de interacdo do glicerol com os residuos
hidrofobicos e polares sdo similares, e menores do que a energia livre de interacdo com 0s
residuos carregados. Além disso, os residuos polares podem adsorver um maior nimero de

moléculas de glicerol, decorrentes do fato de serem predominantes na superficie proteica.

Nosso trabalho, portanto, sugere que efeitos distintos podem estar associados a
estabilizacdo promovida pelo glicerol: interacdes diretas proteina-glicerol, particularmente
em regides ndo carregadas, e a estabilizacdo da primeira camada de hidratagdo dos residuos
hidrofilicos. Além disso, a auséncia de penetracdo significativa de glicerol no interior
hidrofobico da proteina e no sitio catalitico € consistente com a preservacdo da atividade

enzimatica.

Os decaimentos de anisotropia calculados a partir da dinamica do triptofano
apresentaram grande variabilidade entre as simuacOes, e sdo distintos dos resultados
experimentais obtidos por Lakshmikanth e Krishnamoorthy. As diferengcas entre o0s
decaimentos calculados e experimentais indicam uma incompatibilidade da conformacao
cristalografica do triptofano com o decaimento de anisotropia experimental. A estrutura
cristalogréfica apresenta o triptofano inserido em um bolso hidrofdbico, e esta conformacao

leva a decaimentos de anisotropia mais lentos. Isso ocorre pois, nessas condigdes, sua
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mobilidade é restrita. Os decaimentos de anisotropia experimentais, por sua vez, indicam

mobilidade elevada do triptofano, consistente com sua exposicao ao solvente.

Aqui, propomos que a inconsisténcia entre os decaimentos de anisotropia calculados e
experimentais pode ser explicada, a0 menos em parte, por uma selecdo conformacional néo-
intencional na realizagdo dos experimentos. Buscamos, portanto, explorar as razdes que
levariam a fluorescéncia do triptofano na conformacédo cristalografica a nao ser observada
experimentalmente. Uma hipotese levantada € o deslocamento da fluorescéncia para
comprimentos de ondas menores do que 360 nm, devido a auséncia de estabilizacdo do
estado excitado promovida pelo ambiente apolar do bolso. Outra possivel causa é a supressao
da fluorescéncia devido a interacdo com um residuo préximo de asparagina, um reconhecido

supressor da fluorescéncia de triptofanos.
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