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RESUMO

MUNIZ, H.S. Estudo computacional da difusao térmica em proteinas termoesta-
veis. 2013. 113p. Dissertacao (Mestrado em ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2013.

Mecanismos de difusao de energia vibracional em biomoléculas tém sido relacionadas a fun-
cao, alosterismo e sinalizacao intramolecular. Neste trabalho nos utilizamos uma metodolo-
gia computacional para analisar o fluxo de energia em proteinas. Simulagoes de Dinamica
Molecular sao utilizadas para o estudo de difusao térmica, provendo artificios que nao sao
possiveis experimentalmente: a proteina é esfriada a baixas temperaturas e apenas um re-
siduo é aquecido através do acoplamento de um banho térmico. Consequentemente, o calor
flui do aminoécido aquecido para a proteina, revelando os caminhos da difusao da energia
vibracional. Pelo fato de que proteinas termoestaveis possam ter particulares mecanismos
de relaxacao, distribuicao e dissipacao da energia vibracional, elas sao sistemas interessantes
para serem utilizadas por este método. Um padrao de difusao de calor de uma proteina
termofilica pode ser identificado e comparado com outro de uma proteina homoéloga mesofi-
lica. Aqui estudamos um conjuto de proteinas em particular, as pertencentes a familia 11 de
Xilanases. O mapa de difusao térmica obtido da proteina no vicuo mostrou diferencas entre
xilanases mesofilica e termofilica, e termofilica e hipertermofilica: qualquer que seja o residuo
aquecido, aminoécidos especificos respondem com alta temperatura. Esta resposta em alta
energia de certas regioes é decorrente de processos de relaxacao. Simulacoes adicionais e
outras analises, como da mobilidade de cada residuo, levam & hipotese que estas regioes de
superficie possuem grande flexibilidade e uma importante interacao estrutural com a agua.
Mapas de difusao térmica para duas proteinas homologas, diferindo em apenas 7 mutacoes,
sendo 6 delas no N-terminal, apresentam-se diferentes nesta regiao. Em especial, a mutacao
Ser35Glu se destaca tanto no mapa quanto em outras medidas realizadas, apresentando-se na
proteina mais estavel com um maior nivel de mobilidade, solvatacao e energia de interacao.
Simulagdes em dgua nao resultaram em padroes de difusao diferentes, por nao apresentarem
processos de relaxacao. Entretanto, elas evidenciaram as mesmas regioes frias para cinco
xilanases da familia 11, especialmente o niicleo e a regiao de ligacao do substrato, sugerindo
uma, possivel caracteristica funcional de difusao de calor. Por fim, evidenciado pelos mapas,
observou-se que a regiao do cordao de xilanases termoestaveis, em especial a hipertermoesté-
vel, é maior se comparado & proteina mesofilica. Desta forma, através de comparagoes entre
mapas de difusao e estruturas de proteinas similares, esta metodologia pode sugerir novas
abordagens em engenharia racional de proteinas com estabilidade modulada.

Palavras-chave: Difusao de energia vibracional. Dinamica molecular. Estabilidade térmica.






ABSTRACT

MUNIZ, H.S Computational study of thermal diffusion in thermostable proteins.
2013. 113p. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos, Univer-
sidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2013.

Vibrational energy dissipation in biomolecules have been related to function, in particular
alosterism and intramolecular signaling. In this work, we use a computational method to
analyze the energy flux through proteins. Molecular Dynamics simulations are used to study
thermal diffusion in protein structure, in an artificial way which is not accessible experimen-
tally: the protein is cooled down to very low temperatures and a single residue is heated by
coupling a thermal bath to it. Heat flows from the heated residue to the rest of the protein,
revealing the paths of vibrational energy dissipation. Since thermostable proteins may have
specific mechanisms for vibrational energy relaxation, dissipation and distribution, they are
interesting subjects for the application of the present methodologies. The heat dissipation
patterns of thermophilic proteins can be compared to the ones of less stable structures. Here,
we focus in a specif set of proteins known as Xylanases of Family 11. The thermal diffu-
sion maps obtained for hiperthermostable, thermostable and mesphilic xylanases in vacuum
were different, some of them displaying apparent thermal responses whatever the heated
residue. These high temperature regions appeared because of differential structural relax-
ation processes in each structure. The analysis of the mobility of the structures in equilibrium
simulations revealed that these regions are mobile and belong to the surface of the proteins,
thus interacting significantly with water molecules. Thermal diffusion maps for homologous
proteins differing in only 7 residues, being 6 of them at the N-terminal region of the proteins,
were different in this region. One particular mutation was determined to be more mobile in
the less thermostable protein, as well as displaying a higher solvation and stronger interac-
tion energies with remaining protein structure. Thermal diffusion simulations in water were
not able to discern any difference between the structures, particularly because the relaxation
processes observed in vacuum were suppressed. Nevertheless, these maps reveal that every
Xylanase display the same cold regions, which were observed to belong the protein core and
the catalytic site, suggesting that thermal diffusion may have some functional role. Finally,
we observed that a loop which relaxed systematically in thermostable protein resulting in
high temperatures is larger than in non-thermostable structures. The addition of the loop to
non-thermostable proteins make the maps equivalent. Therefore, the comparison of the ther-
mal diffusion maps of similar structures highlight important structural differences which may
be useful for providing insights into the design of proteins with modulated thermal stability.

Keywords: Vibrational energy diffusion. Molecular dynamics. Thermal stability.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Dinamica Molecular

A simulagao por Dindmica Molecular (DM) é uma técnica computacional que realiza célculos
em modelos atomisticos, resolvendo suas equacoes de movimento. A partir das posicoes e
velocidades iniciais e um potencial estipulado, a resolucao das equacoes de movimento da
segunda lei de Newton (Equagado 1) torna-se possivel. A variagdo do potencial (V (7)) no
espaco () resulta no negativo da forca (F;) que atua na particula i (Equacio 2), sendo que
o potencial é dado pelos campos de forca. Apartir desta informacao, calcula-se a posicao
e velocidade através da Equacao 1, onde m; é a massa da particula i. A resolucao dessas
equacoes gera a evolucao temporal das posicoes e velocidades, ou seja, é obtido o movimento

de todos os &tomos no tempo.

d2r; F,
— 1
Fy = -VV(i) (2)

As interacoes entre as particulas sdo determinadas pelos campos de forca, que sdo pa-
rametrizacoes das interacoes intra- e intermoleculares. Existem varios campos de forca que
foram desenvolvidos e validados para diversas aplicagoes. Em especial, os mais conhecidos
aplicados em biomoléculas sao AMBER (2), CHARMM (3), GROMOS (4) e OPLS (5). De
modo geral, estes sdo compostos pelos potenciais de atomos ligados e nao-ligados (Equagao
3). Sao exemplos de potencial ndo-ligado os potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb,
Equacao 4, onde ry, é a distancia entre os 4tomos a e b, ¢, e ¢, sS40 as cargas parciais e &4
e 04 sa0 os parametros dependentes dos tipos de atomos envolvidos, a e b. No potencial de
Lennard-Jones, €4, é o valor do potencial no minimo (ou seja, na distancia 6tima) e oy, é a
separacao nao infinita na qual o potencial é nulo.

O potencial entre atomos ligados pode ser descrito como na Equacao 5, onde a variacao
do comprimento e angulo das ligacoes sao representados como movimentos harmoénicos nos
primeiro e segundo termo, sendo K, e Ky as constantes de forga e r e 6y a distancia e angulo

de equilibrio. O terceiro termo representa torgoes, denominadas deformacoes de angulo
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diedro. Nesta equacao, ¢ representa o angulo da diedro e 7, sua fase.

VTotal — VLigado + VNdo—ligado (3)
Oab . Oab ‘ da b

ab) _ (C%ab _a® 4

( ) (rab) ] + 4megTap (4)
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Dois principais tipos de ensembles sao utilizados em dinamica molecular. O microcanénico
(NVE) fixa valores tanto para o niimero de 4tomos quanto para o volume do sistema, além da
energia ser mantida constante. Ha também o ensemble canonico (NVT), no qual o namero de
atomos e volume também sao mantidos contantes, entretanto neste ensemble a temperatura
¢ mantida constante.

Algoritmos de dinamica molecular geram um sistema inicial a uma temperatura T através
da velocidade inicial dos Atomos, normalmente escolhida de forma randomica atraves da
distriuigao de Maxwell-Boltzmann (Equagao 6). Esta distribuigao descreve a probabilidade
para um atomo ¢ ter as velocidades v;,, viy € v;., nas dire¢oes x, y e z, dada uma temperatura

T. Sendo kg a constante de Boltzmann e m; a massa do atomo 1.

m; ) 1/2 1 mi“’?x""“?y"’”?z)
(&

Plow, vy viz) = (QWkBT oo (6)

De forma reversa, a temperatura pode ser calculada através do teorema da equiparticao,

que a relaciona com energia cinética:

1 3
i=1

onde m; e v; sao a massa e velocidade da particula i, respectivamente, e N o niimero total

de particulas.

Termostato de Langevin

Em sistemas isotérmicos (NVT e NPT), é necessario empregar uma estratégia a fim de
manter a temperatura constante. A dinamica de Langevin é comumente utilizada, de forma

que a temperatura do sistema ¢ mantida constante através da interacdo com um banho
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térmico virtual. Esta dinamica, aplicada ao sistema, seja em todo ou em parte dele, é
denominada termostato em analogia aos termostatos reais, devido a sua propriedade de
manter a temperatura constante. Outro nome empregado é banho térmico, em analogia com
reservatorios térmicos, os quais possuem alto calor especifico e podem manter a temperatura
constante de um sistema termodinamico. Este termostato, em termos fisicos, corresponde
a adicao de duas componentes na equacao da segunda lei de Newton: uma forca de atrito
proporcional & velocidade e contraria ao movimento das particulas sujeitas ao banho e uma
forca estocastica que simula impactos com as moléculas do banho virtual. Entao, a equacao
de movimento fica:

— —

m;a; = F; — y0; + R;(t) (8)

(Fit)) =0 (9)

onde m;, v; e a; sao respectivamente a massa, velocidade e aceleracao do dtomo 7 . =y
¢ o coeficiente de friccao e pode ser expresso em termos da frequéncia de colisao { = m;7.
Por outro lado, ﬁl(t) representa a forca estocastica aplicada no atomo 7 em funcao do tempo
e deve obedecer a condicao de expressa na equacao 9. Assim, na pratica a temperatura é

mantida constante através do controle de v e R;(t).

Reescalonamento de velocidades

Outra metodogia utilizada para equilibrar o sistema a uma nova temperatura é o reesca-
lonamento de velocidades. Como visto anteriormente, a temperatura do sistema pode ser
expressa por meio das velocidades dos a&tomos que o compoem. Assim, as velocidades podem
ser reescaladas com uma certa frequéncia para que o sistema atinja a temperatura desejada.
Desta forma, a transicao de temperatura é feita de forma gradativa e nao chega a ser tao

brusca como se uma nova fosse atribuida de um passo a outro dentro de um loop de simulacao.

1.2 Termoestabilidade em proteinas

Microorganismos extremdfilos* vém sido estudados nos ultimos 40 anos (6). A capacidade de
adaptacao as condigoes destes organismos é refletida nas condicoes de atividade e estabilidade

de suas enzimas. Desta maneira as enzimas destes organismos também podem ser denomina-

*Aqueles que vivem em condigoes extremas como alta ou baixa temperatura ou pH, ambientes salinos ou ainda
altas pressoes.
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das extremofilas, ja que atuam em condicoes extremas de pH, temperatura ou concentragoes
salinas, entre outros.

A faixa de temperatura em que a maioria das proteinas atua é estreita, motivo pelo qual
este € um fator de grande impacto sobre a atividade enzimética. Recentemente, com o apri-
moramento das técnicas de biotecnologia molecular e a possibilidade de geracao de proteinas
recombinantes, o setor industrial voltou seu interesse para o uso de enzimas em processos
quimicos industriais. Entretanto, as enzimas ainda sao mais caras e com menor tempo de
vida 1til se comparadas aos processos tradicionais e isto tem representado um desafio no
emprego destas na industria. Por outro lado, as enzimas sao 6timos catalisadores e o uso
hibrido de técnicas enzimaéticas e processos tradicionais pode ser uma alternativa promissora
para a industria usufruir das suas vantagens (7). Processos industriais normalmente reque-
rem altas temperaturas, e a viabilizacao de enzimas para utilizacao nestes casos pode gerar
melhorias como redugao de dejetos quimicos e menor custo. Proteinas termoestaveis como

amilase, xilanase e pectinase sdo de grande importancia industrial (8).

1.2.1 Definicoes

Muitas vezes a proteina pode ter uma boa estabilidade térmica mas nao possui atividade
elevada a altas temperaturas. Para isso normalmente duas medidas estao relacionadas com
essas duas propriedades: temperatura de melting (T,,) e temperatura de atividade 6tima.
A T,, é a temperatura em que 50% da proteina estd desnaturada, e uma das formas que
pode ser medida é por dicroismo circular, através da variacao da estrutura em funcao da
temperatura. A temperatura de atividade otima é o valor de temperatura em que a curva
de atividade em funcao da temperatura é maxima. Outra medida para avaliar a atividade
é o tempo de meia-vida (t1/,), no qual o gréafico de atividade ¢ avalido em funcdo do tempo
depois do aquecimento a uma temperatura escolhida. A temperatura de crescimento 6timo
(Tco) € uma medida que pode ser utilizada de certa forma tanto para atividade quanto para
estabilidade térmica, onde mede-se a melhor temperatura de crescimento do microorganismo
originario da proteina.

Todas essas medidas possuem muitas variaveis, e por isso fica praticamente impossivel
utilizd-las para comparar proteinas tratadas em condicoes diferentes. Entao, aqui as pro-
teinas serao tratadas pela classificacao que as separa em trés niveis de termoestabilidade,
mesofilicas (estabilidade proxima a temperatura ambiente), termofilicas (Too entre 50-80

°C) e hipertermofilicas* (Tco maiores que 80 °C), em ordem crescente de termoestabilidade
(9).

*Ou também, mesofilas, termofilas e hipertermofilas.
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1.2.2 Estrutura e termoestabilidade

Assim como a funcao de uma proteina depende de sua estrutura tridimensional, sua termo-
estabilidade esté relacionada as interacoes intra- e intermoleculares, por exemplo, interacoes
com a propria proteina e com a agua. Portanto, varios estudos sao feitos no intuito de re-
lacionar a estrutura (de forma dinamica ou estatica) a sua termoestabilidade. Porém, ainda
nao ¢ muito claro quais sao as propiedades moleculares que contribuem para a estabilidade
térmica de proteinas. Provavelmente, esses mecanismos sao complexos e devem ser levados
em conta nao s6 um, mas varios fatores.

A comparacao entre estruturas mesofilicas com suas homologas termofilicas levou a con-
clusdao que os mecanismos desenvolvidos nos reinos Archea e Eubacteria em sua adaptacao a
ambientes termicamente extremos sao diferentes (10). Portanto, os mecanismos pelos quais
as proteinas adquirem maior estabilidade térmica devem ser estudados levando em conta a
origem da proteina. Isso também evidencia a complexidade desta tarefa, uma vez que héa dife-
rentes mecanismos que levam ao mesmo fim (a estabilidade térmica), através de biomoléculas
compostas pelos mesmos aminoacidos fundamentais.

As interacoes hidrofébicas no niicleo sao relacionadas a termoestabilidade, uma vez que o
maior empacotamento da estrutura a torna menos susceptivel ao desenovelamento. Ainda, a
minimizacao de interacao entre o niicleo hidrofébico e a 4gua colabora para maior estabilidade
(efeito hidrofobico). Assim, um maior empacotamento, que esta relacionado principalmente
as interagoes hidrofobicas no niicleo, leva a uma maior rigidez da estrutura como um todo, e
portanto, a uma maior termoestabilidade. Porém, a relacao entre rigidez e estabilidade vem
sendo questionada. Através de experimentos de troca de hidrogénio por deutério, foi mos-
trado que a proteina rubredoxina do organismo hipertermofilo Pyrococcus furiosus® apresenta
uma alta taxa de abertura conformacional para acesso ao solvente (11). Essa inesperada fle-
xibilidade, dada a estabilidade da proteina, mostra que a relagao rigidez-termoestabilidade de
fato deve ser repensada. Além disso, em (12), sdo retinidos vérios estudos em que proteinas
termoestaveis apresentam alta flexibilidade estrutural.

Em geral, as interacoes eletrostaticas tendem a estabilizar a estrutura. Deve-se destacar a
existéncia de residuos carregados proximos, pela possibilidade de formacao de pontes salinas.
De fato, as pontes salinas sao mais abundantes em hipertermofilas quando comparado com
suas proteinas homologas menos estaveis (13, 14). Também, o conjunto de ligagoes de hidro-
génio na proteina como um todo é considerado um fator de estabilidade. As pontes dissulfeto

formam ligagoes covalentes entre residuos de cisteina e normalmente estabilizam estruturas

*Até a data do estudo, 1999, era a proteina carecterizada mais termoestavel, com a taxa de desenovelamento
de 1075571 a 100 °C.
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terciarias. Varios outros fatores sao frequentemente citados quando sao comparadas duas
estruturas de diferentes termoestabilidades: a composi¢ao de aminoacidos (15, 16), a quan-
tidade relativa de estrutura secundéria presente na estrutura (15, 17), o encurtamentos de

loops (18, 19), entre outros.

1.3 Fluxo de energia em proteinas

O fluxo de energia através de biomoléculas tem recebido atencao em estudos computacionais,
experimentais e teéricos. Este tem grande importancia, pois pode ser relacionado com aloste-
rismo, transducao de sinal, atividade catalitica, entre outros, exemplificados adiante. O fluxo
de energia em uma proteina globular é bem descrito pela teoria de transporte em um clus-
ter percolante®, no qual a energia flui facilmente por contatos fortes, e em sitios fracamente
conectados, a energia flui mais devagar (20). Adicionalmente, a transferéncia de energia
dentro da proteina também é descrita por modos normais, onde o acoplamento anarménico
entre os modos vibracionais permite o fluxo de energia (21). Ap6s uma grande revisao, (22)
concluiu que toda proteina globular possui canais de transporte de energia, caracterizando
fluxos anisotropicos.

Tratando-se de forma experimental, algumas metodologias foram aplicadas no estudo do
fluxo de calor dentro de uma biomolécula. Experimentos de ressonancia magnética nuclear
e mutagénese mostraram o acoplamento energético de certos residuos no dominio proteico
PDZ (23). Espectroscopia ultra-rapida foi amplamente utilizada com este propoésito. Como
exemplo, o estimulo energético do N-terminal em uma hélice de peptideos possibilitou a
visualiza¢ado da propagacao do calor e calculos da constante de difusdo térmica (24). Através
de estudos de efeitos de mutacoes, a comunicagao entre dois sitios de acoplamento entre a
proteina interleucina-15 e seu receptor foi atribuida a um residuo, sendo de importancia para
a estabilidade e fungdo (25).

Por fim, o estudo computacional da uma maior abrangéncia de possibilidades de observa-
¢ao deste fenomeno. Simulacoes de DM sao largamente utilizadas, algumas vezes em conjunto
com técnicas experimentais ou calculos teéricos (26-30). Como um exemplo interessante, o
resfriamento do grupo heme na mioglobina foi estudado com DM. Os tempos de mudanca de
temperatura da redondeza foram medidos, e assim, concluiu-se que uma possivel canalizacao
do calor acontece do heme para a adgua (31). O dominio proteico PDZ foi bastante estudado
por possuir um mecanismo particular de transferéncia de energia. Através de um mape-

amento termodinamico, foi encontrado caminho de conectividade energética dentro destes

*Um cluster percolante pode ser definido como uma rede de pontos interconectados. Em proteinas, os pontos
seriam os atomos ou residuos, e as interagoes quimicas (ligagoes) conectam os pontos entre si, formando a
rede.
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dominios, indicando que esta pode ser uma proteina sinalizadora (32). Mais estudos sobre
a energia anisotropica neste dominio, desta vez mapeando o mecanismo fisico do caminho
existente nessa proteina confirmaram essa sinalizaco intramolecular (33).

O tempo de difusao de energia em uma proteina é restringido pelo seu tamanho. Con-
siderando o modelo de difusao vibracional em fractais aplicado a proteinas, Leitner faz a
estimativa: os modos normais de baixa frequéncia de uma proteina possuem velocidade da
ordem da velocidade do som (104/ps) e o livre caminho médio é da ordem de 1 A. Portanto,
o limite inferior para o tempo de difusdo de energia é da ordem de 0,1 ps (22).

Canais de propagacao de energia, podem servir para o rapido resfriamento, direcionar
o transporte de energia para aumentar a velocidade de reacao, sinais de comunicagao e
alosterismo. Portanto, o estudo da termoestabilidade de proteinas através da inducao e
monitoramento do fluxo anisotropico de energia apresenta-se com um grande potencial. Aqui
estudaremos a possibilidade de encontrar mecanismos de propagacao de energia relacionados

com a adaptacao de proteinas a ambientes de altas temperaturas.

1.3.1 ATD - Anisotropic Thermal Diffusion

A difusao anisotropica de calor, ou ATD, é um método que simula um estimulo energético
localizado e analisa a resposta do resto do sistema a nivel atémico. Tal simulacao s é possivel,
até o presente momento, por dindmica molecular. Aqui, o estimulo é um banho térmico
localizado em somente um aminoacido, e a resposta da proteina é monitorada através da
temperatura individual da cada residuo. O método requer que o sistema esteja inicialmente
em baixas temperaturas, aumentando assim a razao sinal-ruido. No sistema proteico, espera-
se que a difusao térmica seja anisotropica, como inicialmente proposto pelo pioneiro do
método (33): Ota e sua equipe estudaram a difusdo de calor em uma proteina membro
da familia dominio PDZ, revelando uma via sinalizadora previamente proposta. Logo apos,
nosso grupo encontrou que residuos de arginina conservados possuem maior contribui¢ao na
difusao térmica, os quais também possuem um papel chave na atividade de receptores de
horménio da tireoide (1). Entretanto, a metodologia foi ligeiramente modificada em relacao
ao trabalho de Ota et al.: ao invés de analisar a difusao originadas somente em residuos
considerados importantes, o banho térmico é acoplado a todos residuos, e, portanto, a difusao
¢ observada para toda proteina. Adicionalmente, é feito o monitoramento da temperatura
para cada aminoacido (energia cinética), ao invés do desvio quadratico médio (RMSD) como
foi empregado no trabalho original*. De maneira que o método de ATD permite obter a

resposta térmica de uma proteina inteira quando o calor é fornecido localmente.

*A metodologia sera explicada mais detalhadamente na Parte 2.
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Embora o método ATD ja tenha sido utilizado para observar sinalizacao intramolecu-
lar e a importancia de argininas na difusao térmica, ainda nao foi proposto relaciona-lo a
termoestabilidade de proteinas. Portanto, partindo da premissa que uma proteina globular
possui fluxo anisotropico de energia, o presente trabalho propde-se a estudar uma possivel
relacao entre termoestabilidade e mecanismos de difusao térmica anisotropica em proteinas

e correlaciona-los com sua estrutura.

1.4 Sistema de estudo: xilanases da familia 11

As xilanases, ou endo-1,4-(-xylanase, sao glicosidases que catalizam a hidrélise do polimero
de aciuicar xilano, clivando ligacoes 1,4-5-D-xilosidicas. Inicialmente eram divididas em duas
principais familias nomeadas F e G ou também como 10 e 11 (34), de acordo com o peso
molecular e o ponto isoelétrico. Porém, recentemente, novas xilanases caracterizadas nao
poderiam se encaixar em nenhum dos grupos, resultando em uma nova classificacao. Entao,
foi proposta a classificagao de xilanases baseando-se na semelhanca da sequéncia primaria do
dominio catalitico, o que incluiu outras proteinas glicosidases (35). Hoje existem 17 familias

glicosil hidrolase (9).

Figura 1 — Estrutura das xilanases da famflia 11. Em forma de mao direita, possui regides
com nomes propios: A) polegar, B) palma, C) dedos, D) cordao e E) a-hélice.

Dentro da grande variedade de xilanases extremofilas, serao tratadas aqui as termoestaveis
da familia 11, que compde um vasto conjunto de estruturas ji caracterizadas e de diferentes
termoestabilidades. Mais especificamente, serdo utilizadas cinco proteinas (Tabela 2), sendo

uma mesofilica, uma hipertermofilica e trés termofilicas.
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Sua estrutura é composta por uma hélice-a e duas folhas-(, formando o sanduiche-£.
Descrita desde 1994 como uma mao direita (36), possui regides nomeadas como polegar,

palma, dedos, cordao e hélice-o* (Figura 1).

1.4.1 Importancia e funcao

A xilanase é uma proteina bastante estudada pela importancia industrial. Ela é utilizada
no processo de fabricagao de papel, racdo animal, setor alimenticio (como sucos) (9) e mais
recentemente adquiriu importéncia na terceira geragao do bioetanol (37, 38). A reacio cata-
lisada é de quebra de polimeros de agiicares (xilano) em dimeros, monomeros ou trimeros. A
parede celular de varias plantas ¢ composta principalmente por celulose, hemicelulose e lig-
nina. Acredita-se que a interface entre a lignina e a celulose seja importante para integridade
da parede celular e rigidez (39). Como o xilano constitui a maior por¢ao da hemicelulose, a
xilanase apresenta-se como uma das opc¢oes para a degradacao da parede celular e separacao

de seus constituintes.
Xilano

O polissacarideo degradado pela xilanase ¢ o xilano. Mondmeros de D-xilose sao ligados
através de ligagoes [3-1,4-glicosil, e sao essas as ligaces clivadas pela xilanase. Estes podem
ser substituidos por grupos 4-O-metil-D-glucuronosil, a-L-arabinofuranosil, acetil, feruloil,

glucuronopiranosil e p-coumaroil (9, 39, 40), formando polissacarideos complexos.

@) )
(0] OH
| n

Figura 2 — Possivel unidade repetitiva do polimero de xilano, composta em sua cadeia
principal por trés moléculas de D-xylano e alguns possiveis sitios de
ramificagdo representados por nimeros.

1.4.2 Termoestabilidade em xilanases

Os determinantes estruturais que levam ao aumento de termoestabilidade normalmente sao

dependentes do grupo de proteinas em estudo. Na Familia 11 das Xilanases, variados fatores

*Ou no original em inglés, thumb, palm, fingers, cord e a-heliz, respectivamente.
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j& foram apontados e serao enumerados a seguir. Pontes dissulfetos nao sao apontadas como
elementos para explicar a termoestabilidade, dada a analise de 82 sequéncias de aminoacidos
desta familia; a frequéncia de residuos de cisteina também é baixa dentro dessas proteinas
(41). Apesar da introdugao desse elemento ji ter sido usado com sucesso para a melhora da
estabilidade térmica: a introducao de uma ponte dissulfeto ligando a hélice-a e uma fita-g3
aumentou a termoestabilidade, porém reduziu a atividade em alta temperatura (42, 43). Em
outro caso, essa modificacdo gerou aumento tanto na termoatividade quanto no tempo de
meia-vida (44). Neste caso, a ponte dissulfeto ligou o N- e C-terminal, reduzindo a mobilidade
das extremidades da proteina.

O N-terminal é uma regiao de grande importancia para a estabilidade térmica em xi-
lanases da familia 11. Este ja foi alvo de estudo e mutagoes, que geraram variantes com
aumentada termoestabilidade (45-48). De fato, foi obervado em simulagoes de DM que essa
regiao inicia o processo de desnaturacao em algumas xilanases, enquanto que a regiao da
palma ¢ apontada como a area mais resistente ao desenovelamento (49). Xilanases termofi-
licas geralmente possuel uma fita-5 a mais no N-terminal, enquanto que mesofilicas, em sua
maioria, possuem um loop longo e irregular nessa posi¢ao (44, 49). Das duas principais estru-
turas aqui utilizadas (2VUJ e 2VUL), a variante hipertermoestével possui 6 de 7 mutacgoes
no N-terminal.

Diversos outros fatores foram identificados por conferir termoestabilidade em xilanases,
como aumento na fragao de area de superfie polar (50, 51), aumento do nimeros de liga¢oes
de hidrogénio (51-55), interagbes hidrofobicas (54, 56-58), oligomerizagdo (59, 60), entre
outros.

Modificagoes em estruturas de xilanases a fim de aumentar a termoestabilidade foram
abordadas tanto através de evolugao dirigida* (técnicas experimentais) quanto por design
racional (técnicas computacionais). Estudos de modelagem por homologia geraram novas
variantes termoestavies da xilanase de Bacillus subtilis (61). Assim como essa mesma me-
todologia aumentou a termoestabilidade da xilanase de Neocallimastiz Patriciarum (62). E
a xilanase A de Aspergillus niger teve termoestabilidade aumentada pela substituicao de
seu N-terminal pela mesma regido da xilanase do organismo Thermomonospora fusca (46).
Outro caso na familia 11 de xilanases abordou o problema através de alinhamento estrutural
entre a proteina termofilica e sua homologa mesofilica, gerando uma variante com o aumento
de 10 °C na Tyo e 9 °C na T,, da proteina Xyll de Streptomyces sp.. A mutacao T11Y
gerou uma nova interacao aromética, similar & da proteina comparada mais estavel, o que
estabilizou a estrutura, aumentando assim a termoestabilidade (63).

Em especial, para a xilanase de Bacillus circulans (codigo PDB 1XNB) que foi utilizada

*Técnica que simula a evolucao natural de proteinas de maneira acelerada.
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neste estudo, algumas variantes de maior termoestabilidade foram desenvolvidas. A utilizagao
de modelo computacional, que aponta regioes instaveis através de anélises de flutuacoes
térmicas, tornou possivel a construcao de um triplo mutante* com aumento na 7, de 48 °C
4 50,1 °C e t1," de 2 min para 30 min (64). Em 2011, com o aprimoramento da técnica, um
quadruplo mutantet levou ao aumento da 7}, para 52,2 °C e o ti, para 60 min. As mutagoes
realizadas sao em residuos de superficie na face oposta ao sitio catalitico. De certa forma, estes
residuos nao representam uma melhora representativa frente a outras xilanases termoestaveis
existentes, mas mostram que ¢é possivel o design inteligente de proteinas, especialmente na

familia de interesse de estudo deste trabalho.

1.4.3 Proteinas 2VUJ e 2VUL

Uma atencao especial é dada a comparacao de duas xilanases. Esse sistema em questao é
interessante pois uma proteina hipertermoestavel (2VUL) foi gerada a partir de uma outra
termoestavel (2VUJ), gerando uma diferenga na 7,,, de 25 °C (65). O processo experimental
realizado por Dumon e sua equipe é uma evolucao compulséria, que é extremamente traba-
lhoso e caro. Ele é a combinacdo das metodologias GSSM (gene site saturation mutagenesis)
e GeneReassemblyTM. Primeiramente a GSSM gerou todas as possiveis substituicoes indi-
viduais de aminoacido em cada posi¢ao na sequéncia priméaria. Com essa imensa biblioteca
de mutantes, ensaios de atividade residual apds o aquecimento a 76 °C restringiram os hits
com o minimo de 150% de atividade em relacdo a proteina nativa. Em sequéncia, estes hits
foram ranqueados através de outros ensaios com maiores temperatura. Por fim, essas princi-
pais estruturas possuindo mutagoes individuais geraram uma biblioteca de aproximadamente
12.000 sequéncias com todas combinacdes entre elas. Novos ensaios de atividade residual

dependente da temperatura e do tempo selecionaram a estrutura 2VUL.

A estrutura tridimensional destas proteinas alinhadas é extremamente semelhante, tendo
somente 7 aminoacidos modificados (Tabela 1). Somente foi compreendida a razao do au-
mento da termoestabilidade para dois dos sete residuos mutados: de acordo com o trabalho
original, a mutagao Thr13Phe aumentaria as interacoes hidrofobicas, e Ser9Pro trancaria a
conformacao do loop (65). Portanto, aderindo ao desafio que o proprio artigo lanca, este é
mais um motivo para desenvolver novas metodologias a fim de estudar o comportamento, em

nivel molecular, de proteinas termoestaveis.

*Mutagoes Phed8Tyr/Thr50Val/Thr147Leu
tTempo de meia vida a 50 °C.
fMutacoes Phed8Tyr/Thr50Val/Asn52Tyr/Thr147Leu
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Tabela 1 — Mutagdes que diferenciam as estruturas de 2VUJ e 2VUL.

2VUJ 2VUL
Aminoécido Estrutura Aminoécido Estrutura
OH OH
9 SERINA HoN PROLINA HN
OH OH o
13  TREONINA HaN FENILALANINA HzN
OH OH

NH, NH
14 ASPARAGINA HoN @) HISTIDINA HaN N

OH OH
18  TIROSINA HeN o FENILALANINA HoN
OH [e) OH
34 GLUTAMINA HaN LEUCINA HaN  CHs
OH OH e)
O)Y\OH OMOH
35 SERINA HoN AC. GLUTAMICO HoN
OH OH OH
O)Y\OH O)\/'\CH:«;
71 SERINA HaN TREONINA HaN

1.4.4 Alinhamentos das xilanases

As 5 proteinas deste estudo, representadas por seus cédigos PDB 1M4W, 1F5J, 1XNB, 2VUJ
e 2VUL, por estarem na mesma familia, possuem estruturas tridimensionais muito semelhan-
tes, como ¢ mostrado no alinhamento estrutural na Figura 4. Uma analise do alinhamento

sequencial (Figura 3) aponta o grau de conservagao para cada aminoacido equivalente.
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Figura 3 — Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos entre as cinco proteinas

utilizadas nesse estudo, regides conservadas apontadas pelo grafico abaixo
alinhamento. Realizado no ClustalX.

72
72
73
70
61

151
151
150
146
138

do

Figura 4 — Alinhamento estrutural das 5 proteinas aqui estudadas. Apresentam a regido

catalitica bem conservada em relagao a cadeia principal (esquerda), com o
ligante da xilanase EnXyn11A da mesma familia (cédigo PDB 2VGD). As
variagoes aparecem no comprimento de alguns loops e fitas-g3 (direita).
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Capitulo 2
Metodologia

2.1 Estruturas

O conjunto de proteinas estudadas sao pertencentes a familia 11 de xilanases. Foram utiliza-
das as estrutras do dominio catalitico obtidas no banco de dados Protein Data Bank (PDB).
Para facilitar a leitura e a distingcao, as proteinas sempre serao nomeadas pelo seu cédigo
PDB.

Tabela 2 — Xilanases e suas caracteristicas.

Nuamero de

Proteina Céodigo PDB Organismo Termoestabilidade Resolugao Aminoacidos
XynA 1XNB Bacillus ti,= 100 " & 45 °C;
circulans tiy,= 272450 °C (64); 1,49 185
Too = 45°C(66).
XynB 1F5J Dictyoglomus 90% de atividade ap6s 8 h a 80 °C (67);
thermophilum Tco = 75°C(41) 1,80 199
XynllA 1M4W Nonomuraea ty,= 2737 a4 80 °C;
flexuosa ty, = 2872 100" C; 2,10 197
Tao entre 65-80 °C (68).
EvXynll 2VUJ Isolada 50% de atividade ap6s 15 * & 66 °C;
do ambiente Tao =65°C; 1,80 195
Ty — 76,2 °C(65).
EvXyn11T9 2VUL Geneticamente 50% de atividade apos 15 ' & 91 °C;
modificada Tao =75 °C; 1,90 193
de 2VUJ T,, = 101,1 °C(65).

1da estrutura PDB, que representa o dominio catalftico.

Todas estruturas utilizadas possuem boa resolucao e nao foi observado nenhum atomo de
carbono faltando. O comprimento das estruturas varia de 185 a 199 aminoacidos. Antes de
qualquer simulacao cada estrutura foi preparada como segue. Somente uma cadeia proteica
foi utilizada. No caso de residuos com dupla conformacao, foi escolhida aquela de maior
probabilidade da conformacao, através de uma biblioteca de rotameros e o ambiente estere-
oquimico. Cada histidina foi inspecionada e sua protonacao escolhida de forma a favorecer
possiveis interacoes. Também foram removidos os ligantes, outras moléculas presentes no
cristal e as 4guas cristalograficas. Nao foram levadas em conta possiveis glicosilacoes, sendo

utilizada somente estruturas proteicas.
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Modificacao de 1XNB

Foram feitas modificagoes na estrutura da proteina mesofilica 1XNB. A estrutura da mesma
foi alinhada a 2VUJ e 2VUL por meio do programa MultiProt (69). Foi localizada a regido de
corddo em ambas termoestaveis e na mesofilica, a qual apresentou comprimento menor que
as termoestaveis. A sequéncia de aminoédcidos desta regiao alinhada para as trés proteinas
pode ser vista na Figura 10.

Para o experimento de inserto, a estrutura de 1XNB recebeu literalmente um recorte
das outras estruturas: foram retirados os residuos 91 e 92, e substituidos por 102 & 106 de
2VUL ou 2VUJ*. Portanto, a retirada de dois aminoacidos e a insercao de cinco tornou o
loop trés residuos mais longo. O arquivo PDB foi modificado manualmente, e depois refeita

a numeracao de atomos e residuos.

2.2 Simulacoes de equilibrio

O experimento realizado nesta dissertacao é feito com simulacoes de dinamica molecular
utilizando o programa NAMD 2.8, com o campo de forca CHARMM. Simulacgoes de equili-
brio foram geradas no intuito de compor uma amostragem de estruturas iniciais para serem
aplicadas no método ATD. O objetivo é gerar uma simulagao longa levando em conta as
condigoes biologicas, pois ainda que o método ATD use baixas temperaturas, a estrutura
proteica estara equilibrada préxima a condigcoes mais amenas.

As estruturas retiradas do PDB com as modifica¢oes explicadas no item anterior (Secao
2.1) foram colocadas em uma caixa ctibica com agua de arestas entre 72 e 77,5 A, dependendo
da maior dimensao da proteina. Nestas condicoes, o sistema total é composto por 35 a 45
mil Atomos. As cargas das proteinas sao neutralizadas pela adi¢ao de fons Nat e Cl™, a uma
concentracao de 0,15 M, valor razoavelmente proximo de um meio fisioldgico. As simulacoes
foram feitas no ensemble NVT, com pressao e temperaturas mantidas pela dindmica de Lan-
gevin a 1 atm e 300 K, respectivamente. Todas as simulagoes deste estudo foram realizadas
em condicoes periddicas de contorno e com o passo de integragao de 2 fs.

Nestas condicoes, os sistemas foram minimizados e equilibrados por 100 ps, e na sequéncia,
realizadas simulacoes de equilibrio por 40 ns." Além destes 40 ns, para as proteinas 2VUJ e
2VUL foram feitos mais 20 ns de simulacao. Destas simulacoes de equilibrio foram retirados
20 frames igualmente espacados no tempo (30 frames no caso das simulagoes de 60 ns). Estes

frames compoem a amostragem utilizada no método ATD, ou seja, apos serem termalizadas,

*uma vez que na regiao 102-106 os residuos sao os mesmos para ambas proteinas
fCada simulacio desta demorou por volta de 12 dias em um né com 12 processadores.
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estas serao as estruturas iniciais para cada simulacao de ATD.

Simulacoes adicionais

A fim de aumentar a amostragem, foram utilizadas também outras simulagoes de equilibrio
realizadas pelo grupo para trés proteinas: uma simulacao de 40 ns para 1F5J, e quatro
simulacoes de 40 ns tanto para 2VUJ quanto para 2VUL. As estruturas foram preparadas de

forma semelhante.

Termalizacao

O método ATD exige que a proteina esteja em baixa temperatura, diminuindo assim brus-
camente o nivel de ruido. Frames retirados das simulacoes de equilibrio a 300 K sao entao
termalizados a 10 K por reescalonamento de velocidades. O tempo de 2 ps de simulacao
foi suficiente para levar o sistema, ainda em agua, a temperatura desejada, reescalonando a

velocidade a todo passo de integragao.

2.2.1 Analises simulacao de equilibrio

As simulagoes de equilibrio nao servem apenas como fonte de amostragem estrutural ao
método ATD, mas também compoem material para analises mais usuais em DM. Foram
feitas andlises de solvatacao, ligacao de hidrogénio, RMSD e energia de 4tomos nao ligados

(van der Waals e eletrostética) utilizado o programa LM-MDAnalysis (70).
Energia entre atomos nao ligados

O programa LM-MDAnalysis calcula a energia de atomos nao ligados, ou seja, a energia
de van der Waals (VDW) e a eletrostatica. Para isso, o programa de baseia no calculo de
distancias entre atomos em funcao do tempo de simulagao.

Foram medidas as energias entre a cadeia lateral de cada aminoacido mutado de 2VUJ e

2VUL e o restante da proteina, dentro de um raio de 5 A.
RMSD

O valor de desvio quadratico médio (root-mean-square deviation, RMSD) é uma grandeza
comumente medida em experimentos de DM, e, de modo geral, expressa a variagao das po-

sicoes dos atomos em relacdo a uma estrutura escolhida. Aqui, dois tipos de RMSD foram
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calculados, o RMSD computado para toda proteina, em funcao do tempo de simulacao e o
RMSD em fun¢ao do aminoacido. A estrutura escolhida é a estrutura média da simulagao
e representa uma estrutura virtual. Para computar o RMSD, primeiro realiza-se um alinha-
mento entre a estrutura de referéncia e a estrutura do frame da simulacao, ou seja, as duas
estruturas sao mantidas rigidas e sofrem deslocamentos e rotacoes de forma a minimizar a
distancia entre os atomos. Esse tipo alinhamento é feito somente entre os carbonos-a. Depois
de alinhado, o RMSD ¢é calculado para todos os atomos exceto hidrogénios. O RMSD entre
as estruturas u e w contendo N atomos, é calculado através da Equacao 10, encontrando as

diferencas das posicoes r,, r, e 7, do atomo i (equivalente nas duas estruturas).

N N
1 1
RMSD(u,w) = \| 30 = \| 130 [0 = ri)? + (ot = ri)2 + (e —r)2] (10)

Para calcular o RMSD nas proteinas 2VUJ e 2VUL, uma espécie de filtro foi aplicada.
O primeiro calculo de RMSD foi analisado, e foram apontadas 3 regioes mais moveis*, lo-
calizadas entre os residuos 2 ao 7, 12 ao 18 e 125 ao 139. Entao, um novo alinhamento foi
feito em relacao aos C-a de todos os residuos exceto essas 3 regioes. Esta técnica melhora o
alinhamento, pois acredita-se que a porcao mais rigida da estrutura ¢ mais representativa no

alinhamento, j& que as regioes mais moveis tendem a variar muito no tempo.

Ainda, foi calculado também o RMSD para cada aminoécido, levando em conta todas as
conformacoes de cada frame, ainda com as mesmas condicoes de alinhamento. Ou seja, ao
invés de somar o desvio quadrético para todos os atomos da proteina, isto é feito para todos
os atomos do residuo individual, e no fim tira-se a média do RMSD por residuo no tempo de

simulacao.

Solvatacio

Medir o quanto um residuo esté solvatado pode dar informacoes titeis tais como a acessi-
bilidade do solvente ou a interacao com o mesmo. Para cada uma das sete mutagoes entre
2VUJ e 2VUL, foram computados o nimero de moléculas de dgua dentro de um raio de 4
A de cada atomo. As medidas foram graficadas em funcio do tempo de simulacio, para 3

simulacoes de 40 ns, e suavizadas com filtro de médias a cada 20 pontos.

*Regides que apresentaram 60% ou mais do valor maximo de RMSD em func¢do do residuo.
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Ligacao de hidrogénio

Ligacoes de hidrogénio sao interacoes intermoleculares importantes para a estabilizacao das
estruturas proteicas. Aqui focou-se em computar as ligagoes realizadas entre os aminoécidos
mutados de 2VUJ e 2VUL e moléculas de agua. Utilizando como defini¢ao de ligagao de
hidrogénio um angulo de 20° e distancia de 3,5 A entre os atomos doador e receptor. Para
todas as 5 simulacoes com 40 ns de 2VUJ e 2VUL foi computado o nimero de ligagoes a
cada instante de tempo. Isso gerou uma distribuicao, que foi apresentada como a média e o

desvio padrao.

2.3 ATD - Anisiotropic Thermal Diffusion

O método ATD consiste em acoplar um banho térmico a um residuo e observar a propagacao
da energia térmica em todos os outros. Esse experimento é possivel somente através de simu-
lagoes de DM. Entrentanto, para uma boa diferenciagao do estimulo aplicado, é necessario ter
um sistema em baixas temperaturas. As estruturas submetidas ao ATD sao previamente res-
friadas a 10 K (como explicado em Subsecao 2.2 - Termalizacao) e, entao, para cada residuo
da proteina um banho térmico é acoplado. Assim, se uma proteina possui 200 aminoacidos,
serdao realizadas 200 simulacoes de ATD, onde cada uma terd um residuo diferente acoplado
ao banho térmico. Em geral, o tempo de uma simulacao de ATD é 30 ps.

O termostato de Langevin é aplicado a fim de manter a temperatura constante do ami-
noacido estimulado, fornecendo a energia necessaria para tanto. A temperatura da proteina é
calculada a partir das velocidades (Equagdo 7), em fungio do tempo e dos aminoécidos. Nos
graficos, utiliza-se tanto temperatura no tempo final quanto a temperatura média temporal.
Foram utilizadas dois tipos de medida, o mapa de difusdo térmica (MDT) e a contribuicao
da cadeia lateral (CCL).

O MDT retne todas as simulacoes de ATD para todos os aminoécidos da proteina aco-
plados ao banho térmico. Onde uma linha vertical no mapa corresponde aos dados de uma
simulacao de ATD, isto é , cada ponto das abscissas representa o aminoacido aquecido e das
ordenadas, a resposta cada aminoacido de toda a proteina. A representacao da temperatura
é feita em escala de cores, onde as cores frias representam temperaturas baixas e as cores
quentes, altas. Tal escala foi dimensionada de acordo com a temperatura maxima e minima
escolhidas para melhor visualizagdo (normalmente 45 K e 90 K). Junto ao MDT foram gera-
dos os mapas de contados das proteinas, o qual representa a distancia par a par entre todos os
aminoacidos em uma escala de cinza. Esse mapa permite analisar a difusao mais previsivel,

a qual é dada pela menor distancia.
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Figura 5 — Esquema do método ATD retirado de (1). A estrutura inicialmente a 10 K
recebe um estimulo térmico através de um aminodacido. A resposta de cada
residuo da estrutura é apresentada no MDT. Na segunda linha, realiza-se a
mutacao do residuo aquecido pela glicina, por exemplo. A resposta total da
proteina mutada é subtraida da nativa, computando assim a CCL.

Para medir a CCL, além da simulagao ja explicada, uma nova simulacao de ATD é
realizada: o aminoacido aquecido é modificado para glicina ou alanina, e entao realiza-se a
simulagao de ATD (Figura 5). Esse procedimento também é repetido para todos aminoacidos
da proteina. Para cada simulacdo de ATD, computa-se a temperatura total da proteina, ao
invés de monitorar a temperatura de cada aminoacido. Para um mesmo aminoacido aquecido,
a resposta (temperatura) de toda a proteina nativa menos a resposta de proteina mutada
representa a contribuicao da cadeia lateral para o aquecimento total da estrutura. Ao fim,
graficos de CCL sao representados como a temperatura em funcao do aminoacido acoplado

ao banho.

Foram gerados também histogramas de CCL para alguns aminoacidos especificos. Ou seja,
foram coletados varios pontos de CCL cujo residuo acoplados ao banho térmico pertence ao
grupo das 7 mutagoes de 2VUJ e 2VUL, além de outros casos especiais, como o residuo 105
(localizado no cordao de 2VUJ e 2VUL) e a arginina 126 destas duas proteinas e a arginina

112 equivalente em 1XNB. Os histogramas foram gerados usando o programa Matlab®.
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Amostragem

As simulacoes de ATD foram feitas a partir de frames retirados de simulacoes de equilibrio
(Secao 2.2). Os graficos apresentados sao a média dessas medidas realizadas a partir de vérios
frames. O ntimero de frames usados é dependente da proteina, ji que algumas destas foram
analisadas com maior detalhe. O nimero de frames iniciais utilizados em cada experimento

¢ mostrado na tabela seguinte em funcao da proteina.

Tabela 3 — Numero de frames iniciais utilizado para cada proteina em funcao do
experimento de ATD, para os sistemas em agua ou em vAcuo.

Estrutura 2VUJ e 2VUL 1XNB 1F5J 1M4W

Sistema Medida

MDT 70 20 40 20

Vacuo CCL 20 20 - -

CCL local ® 400 - - -

Gly 3000 e 2000t 20002 - -

MDT 20 20 20 20

Agua CCL 20 - - -

CCL local 1 - - - -

Gly 300 _ _ )

1 3000 para as sete mutagoes e 2000 para residuos 105 e 126
2 Somente para o residuo 112

ATD em funcao do tempo

Para o ATD em funcao do tempo, foram rodadas simulacoes de 60 ps para todas proteinas,
salvando as velocidades a cada 0,4 ps. Para vizualisar a trajetéria, foram gerados alguns
arquivos tipo dcd.* Exceto por isso, todas as outras configuracoes sao mesmas que as das
simulagoes anteriores de ATD. Em agua, apenas uma ou duas simulacoes foram realizadas
para cada proteina, apenas para visualizacao. O aminoacido que foi acoplado ao banho
térmico em cada simulacao possui alguma particularidade no MDT. Ja em vécuo, foram
rodados as simulagbes dos aminoacidos mutados em 2VUJ e 2VUL (9, 13, 14, 18, 34, 35 e

71), usando 10 frames das simulagoes de equilibrio como pontos iniciais.

*Serao utilizadas no video, Se¢ao 2.5.
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2.4 Relaxamento

A estapas de preparagao das simulacoes de ATD podem gerar instabilidades locais nas es-
truturas, uma vez que a estrutura nao foi reequilibrada apoés a retirada de agua, nem apos
a diminuicdo da temperatura. A nao equilibracdo foi uma escolha para que a estrutura da
proteina preserve ao maximo sua estrutura da simulagao de equilibrio. Portanto, para ana-
lisar o estado em que se encontram as estruturas exatamente antes da simulacao de ATD,
simulacoes de relaxamento foram realizadas.

As estruturas foram simuladas em condigées semelhantes ao ATD (como temperatura
inicial de 10 K), porém, nenhum banho térmico foi introduzido, ou seja, agora é um sistema
NVE. Simulagoes foram feitas com e sem moléculas de dgua. O resultado é apresentado na
forma de temperatura dos aminoacidos em funcao do tempo, da mesma forma que o MDT. As
velocidades (que serdo convertidas a temperatura) foram gravadas a cada 2 ps. Foi realizada
a média em 17 simulagoes de frames iniciais distintos em vacuo para as proteinas 1XNB e
sua variante construida neste trabalho, 1F5J, 2VUJ e 2VUL. Como o MDT em &gua nao
apresentou grandes diferencas entre as proteinas, uma média de simulacoes a partir de 20
frames iniciais foi feita somente para 2VUL, e de 3 frames para 1XNB e 2VUJ.

Ainda, a fim de analisar o efeito da mudanca da temperatura de 300 a 10 K na estrutura,
foi rodado um relaxamento sem termalizacao. Foi realizado somente para a estrutura 2VUL,
utilizando 20 frames retirados da simulacao de equilibrio de 40 ns. Neste caso, todas as
configuragoes da simulagao foram iguais as dos outros relaxamentos, exceto pelo fato de
que as estruturas nao passaram pelo processo de termalizacao a 10 K, mas somente foram
inicializadas nesta temperatura. O sistema nao possui dgua, entao o possivel deslocamento

no potencial pela retirada do solvente ainda estara presente.

2.5 Video

Um video de uma simulagao de ATD foi gerado, utilizando cores para as temperaturas em
funcao do tempo. Uma simulagao gerada como na Secao 2.3, porém com maior frequéncia
na geracao de posicoes e temperaturas, forneceu uma simulacao de 60 ps. A estrutura,
juntamente com os arquivos DCD de posicao e velocidade sao iniciados no programa VMD,
e através de um script em tcl, cada residuo fica colorido de acordo com sua temperatura, em
funcao do frame. Foi usada a escala de cor BWR, ajustada para melhor visualizagao. Como
é feito o escalonamento, nao é necessario calcular a temperatura real, portanto, somente é
calculada a energia cinética.

O video se encontra no link: http://www.youtube.com/watch?v=GknBvCpmue(
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2.6 Scripts e programas

Para tratar este conjunto grande de dados, pequenos scripts foram desenvolvidos utili-
zando as linguagens e programas TLC, BASH e Matlab® (71). Para rodar o experimento
de ATD, scripts previamente escritos em TCL e FORTRAN por Leandro Martinez (1) fo-
ram adaptados. Graficos aqui exibidos foram gerados nos programas Matlab® ou Grace,
e normalmente foram aplicados filtros para suavizar as curvas, como a média dentro de 30
pontos. As figuras de estruturas foram feitas no programa VMD. Todos os alinhamentos
estruturais, com intencao de visualizacao e nao de calculos, foram feitos através do programa

online Multiprot (69), com as configuragoes default.
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2.6 Scripts e programas
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 ATD no vacuo

O mapa de contatos é a distancia entre pares de aminoécidos representada em escala de
cinza, onde quanto mais proximos dois aminoacidos maior a intensidade da cor cinza. O
mapa de difusao térmica é apresentado em escala colorida de temperatura. Dessa maneira,
as regioes em comum entre ambos os mapas sao correspondentes a difusao mais previsivel,
onde a energia térmica é transmitida por ligacoes covalentes e outras interagoes entre residuos
proximos, como ligagao de hidrogénio, por exemplo. Nesta difusao simples, um aminoacido
aquecido (abscissa) ird aquecer os aminoacidos vizinhos (diagonal principal), podendo se
estender as regioes mais proximas, neste caso evidenciadas no mapa de contatos.

A escala do mapa de difusdo térmica (MDT) foi escolhida de forma que as regides de
menor interesse, isto é, os aminoéacidos proximos ao aquecido e, portanto no regime de difusao
por contato, ficassem saturadas em relacao a temperatura maxima. Dessa forma, o limite
superior da escala de cores no MDT nao corresponde & temperatura maxima global, mas sim
a maior temperatura que nao envolve as regioes de difusao por contato. Isto se deve ao fato
que as regioes aquecidas por contato possuem temperaturas em média trés vezes superiores
ao resto do sistema (a proteina toda esta inicialmente a 10 K, enquanto o banho térmico é
de 300 K).

Em uma inspecao rapida dos mapas de difusao térmica, a primeira caracteristica marcante
é a existéncia de linhas horizontais, as quais mostram que, independente do aminoacido aque-
cido, a resposta da estrutura (eixo das ordenadas) é sempre similar. Dentre essas linhas que
surgem no mapa de ATD, as quentes sao as que mais se destacam, o que pode ser interpretado
como um fenémeno de regioes acopladas, como proposto para sinalizacao intramolecular em
uma proteina de dominio PDZ (33). Entretanto trata-se de relaxamento da estrutura, como
efeito das etapas de dessolvatagao e termalizacao precedentes ao ATD. Uma discussao mais
detalhada a respeito das linhas quentes e sua relacdo com o relaxamento da estrutura pode
ser encontrada na Secao 3.4. Assim, o calor estd fluindo ou concentrando-se em determi-
nadas regioes, as quais nao aparecem no mapa de contato, e, portanto nao se enquadram
na classificacao de difusoes por contato. Entao, pode haver proteinas com estruturas muito

semelhantes, porém com linhas horizontais diferentes entre si, de forma que toda anélise e
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comparacao entre estruturas estarao focadas neste aspecto.

Nesta seccao serao mostrados os mapas de difusao térmica resultantes do ATD no vacuo
para todas as proteinas deste estudo. Em especial, uma comparacao entre as proteinas
referéncia 2VUJ e 2VUL, e entre estas e a mesofilica. As protefnas 2VUJ e 2VUL sao
referéncia neste trabalho pois compoe um sistema interessante, uma vez que as pequenas
diferencas entre suas estruturas geram grandes diferencas na estabilidade térmica. Detalhes

de todas proteinas utilizadas neste trabalho podem ser revistos na Secao 2.1 da Parte 2.

3.1.1 2VUJ versus 2VUL
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Figura 6 — Mapa de contatos e MDT médio obtido de estruturas retiradas de 3
simulagoes de 40 ns distintas para a) 2VUJ e b) 2VUL.

Mesmo com estruturas e sequéncias muito parecidas, as proteinas 2VUJ e 2VUL apresen-
taram mapas de difusdo térmica (MDT) no vicuo com sutis diferencas. Em geral, os MDT
para essas duas proteinas sao muito semelhantes, ji que estas diferem entre si em apenas 7
aminoécidos. A 2VUJ possui um C-terminal com 3 residuos de glicina mais longo e a 2VUL
um N-terminal com um residuo de alanina a mais.

A diferenca no comprimento das regides terminais pode explicar a alta temperatura, ja que
sao regioes mais flexiveis e com menos impedimentos estereoquimicos, sofrendo processos de
relaxamento rapidos. Nota-se este fendmeno principalmente na regiao C-terminal da proteina
2VUJ. Ja o N-terminal de 2VUL com somente um residuo a mais possui uma resposta mais
quente no MDT . Como a diferenca é de apenas um residuo, parece mais razoavel atribuir esta
resposta no N-terminal as mutagoes, que estao muito proximas do mesmo (Figura 7). Em
especial, a mutacao GIn34Leu pode ter uma grande contribuicao. A glutamina esta proxima
o suficiente de outro residuo de mesmo tipo, na posicao 3, com grande potencial para formar

ligacao de hidrogénio e estabilizar a ponta do N-terminal. Por outro lado, a leucina é apolar
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e fica impedida de estabilizar o N-terminal por ligacoes de hidrogénio, tornando a regiao

potencialmente moével na estrutura 2VUL.

(a) N-terminal (b) 2VUJ (c) 2VUL

Figura 7 — a) Mutacoes em destaque nas estruturas cristalograficas 2VUJ (azul) e 2VUL
(vermelha) alinhadas. Residuo 34 em destaque nas duas proteinas: b)
glutamina em 2VUJ estd proxima de outra glutamina, possibilitando liga¢oes
de hidrogeénio, enquanto c) leucina em 2VUL é um residuo hidrofébico em um
ambiente hidrofilico.

Além da mutagao citada, a mutagao Ser35Glu destaca-se nos MDT e relaciona-se as mu-
tacoes do N-terminal. No mapa, a regiao em volta desta mutacao forma uma linha horizontal
mais quente em 2VUL. De fato, este residuo esta em um loop e a mutagao para um residuo
de cadeia mais longa e carregada permitiu certas interagoes, discutidas em 3.6. Além destas
duas principais diferengas devido a mutacoes, ha também linhas quentes distintas acima do
residuo 100; as linhas de 112, e as duas depois de 125 aparecem, em ambas as proteinas,
mas com intensidades diferentes. Nao foi possivel relaciona-las diretamente com as mutacoes
e como serd visto a seguir, a linha do residuo 112 nao ¢é presente em todas simulagoes da
amostragem (Figura 8).

Analisando também a média do ATD de frames retirados de simulacoes de equilibrio
distintas é possivel analisar areas que realmente sao discrepantes entre essas duas proteinas
das que nao sao. Uma maior amostragem diferencia o que é flutuagao estatistica do que nao
é, de forma que a média pode oscilar em torno de um ponto de temperatura mais alta ou
mais baixa, ou seja, a média pode ser deslocada conforme se adicionam dados a distribuicao.

A Figura 8 é formada por MDT médios para frames retirados de trés simulacoes de
equilibrio. O padrao de linhas quentes tem uma certa semelhanca entre si, mas algumas
linhas praticamente somem em alguns mapas. Por exemplo, a linha quente por volta do 112
nao aparece no primeiro gréfico de 2VUJ (Figura 8a) . Analise dos graficos individuais de cada
frame (ndo mostrado) confirma a tendéncia representada na média, por toda a simulagao.

Ou seja, aquela simulacao realmente nao amostrou uma estrutura que geraria aquela linha
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horizontal quente, resultando em um padrao diferente para a mesma proteina. Isso indica
a importancia da amostragem ser gerada nao somente de uma simulacao longa de equilibrio

para este método.
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Figura 8 — ATD nas proteinas 2VUJ (acima) e 2VUL (abaixo). Os mapas de difusdo
térmica (MDT) sdo de 20 frames para 3 simulagoes de equilibrio distintas.

3.1.2 Mesofilica versus termofilicas

No intuito de localizar diferencas dependentes da estrutura para explicar diversos niveis de
termoestabilidade entre proteinas da mesma familia, o método é aplicado a proteina mesofilica
1XNB. Esta é comparada as mais termicamente estaveis (Figura 9). Pelo fato desta proteina
ter menos residuos, o alinhamento estrutural torna-se necessario para a analise das diferencas.
O mapa da mesofilica apresenta algumas linhas quentes que podem ser relacionadas com as
observadas em 2VUJ e 2VUL: o N-terminal é semelhante ao de 2VUJ, e além disso, a regiao
112 a 124 em 1XNB, equivalentes a 126 ao 137 nas outras proteinas, parece decrescer de

temperatura com o aumento de termoestabilidade.
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Figura 9 — Comparagao linhas quentes do MDT para a) 1XNB, b) 2VUJ e ¢) 2VUL.

Entretanto uma linha quente observavel em ambas proteinas termoestéveis (em torno
do aminoécido 104) ndo é visivel em 1XNB, na qual deveria ser vista por volta do residuo
91. Esta regiao de loop, nomeado cordao, ¢ mais longa nas duas proteinas mais estaveis. A
possibilidade de um loop maior contribuir para a termoestabilidade é incomum, ja que geral-
mente se aceita que a diminuigdo dos loops aumenta a estabilidade das proteinas (72). Nas
termoestaveis, esse loop possui trés aminoacidos a mais, além de um aminoacido substituido
para prolina (91 em 1XNB). Um loop mais extenso, normalmente significa uma maior flexi-
bilidade, e a maior energia cinética apresentada nos mapas corrobora essa afirmacao. Apesar
do conceito geral de que proteinas mais termoestaveis sao menos flexiveis, essa hipotese nao
¢ consensual (12, 73). Simulac¢oes com uma estrutura nativa e suas variantes termoestéaveis
sugerem que o mecanismo de estabilizagao é devido ao aumento de pequenas flutuacoes em
conjunto com a diminui¢cdo dos movimentos de maior amplitude (74). Ainda neste traba-
lho, varias mutacgoes que geraram maiores flutuacoes em relacao a nativa estao em regioes de
loops, corroborando a existéncia de loops mais flexiveis em proteinas mais estaveis. Mutagoes
no cordao da xilanase XynR8 que substituiram o acido aspartico (o qual fazia interagia com
uma glutamina) para glicina ou para asparagina (que deixaram de fazer essa interagao), au-
mentaram a termoestabilidade (45). Aparentemente, a flexibilidade também foi aumentada,
j& que estas mutagoes permitiram um maior grau de liberdade para o loop. Extrapolando,
essa flexibilidade local poderia ser alvo de um inicio de desnaturagao, mas, possuindo uma
cinética de enovelamento com mais que dois estados, o intermediario pode ser estavel. Em
relacdo a isso, a ideia de molten globule esti sendo cada vez mais aceita e a flexibilidade
que ela implica é um fator que contribui com a estabilizacao estrutural (75). Ou seja, a
viabilidade de um estado semi-enovelado pode ser o mecanismo de estabilizacao térmica das
proteinas mais estaveis (2VUJ e 2VUL).

Um padrao no MDT que aparece em uma xilanase termoestavel e também em outra hi-

pertermoestavel, pode indicar uma regiao importante para a estabilidade térmica. Esse loop
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maior na regiao do crodao, cuja temperatura no ATD é maior que a média, também aparece
em outra xilanase termoestavel de Thermomyces lanuginosus (76). Na proteina 1F5J (termo-
estavel) esse loop possui um tamanho intermediario, assim como esta tltima. Entretanto, a
linha do MDT para 1F5J nao é tao facilmente observada nesta regidao, provavelmente devido
ao fato do loop nao ser longo o suficiente. Dessa forma, essa diferenca estrutural foi testada
no método: o loop maior pertencente a termofilica foi inserido na estrutura mesofilica e em
seguida foi feito o estudo de ATD. Na Figura 10, estao representadas as sequéncias originais

e substituidas, alinhadas.

IXNB  90/PRO  91/THR - - 092/GLY
2VUL  101/PRO 102/PRO  103/GLY 104/SER 105/ASP  106/GLY

Figura 10 — Alinhamento entre 1XNB e a sequéncia das termoestéveis na regidao do
corddao. Em vermelho estd a sequéncia que foi adicionada.

A proteina mesofilica com a inser¢ao do loop mais longo apresentou o MDT como o
esperado. Uma linha horizontal caracteristica aparece em torno do residuo 91 (Figura 11).
Assim, o resultado ajuda a fortalecer a hipotese da relacdo entre a presenca deste loop e a
estabilidade térmica. Se confirmado experimentalmente que esta estrutura modificada possui
termoestabilidade maior, este ¢ um método candidato para ser utilizado no design racional

de proteinas termoestaveis.
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Figura 11 - a) Estruturas alinhadas, 2VUJ, 2VUL e 1XNB (cinza). As proteinas mais
estaveis possuem o loop maior, o que gerou uma linha quente no MDT,
diferente de 1XNB; b) Novo MDT para a proteina mesofilica com a insergao
do loop, sendo destacada a linha quente formada em relacdo a proteina
nativa.
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3.1.3 As outras proteinas

O mapa de contatos de proteinas estruturalmente similares é, naturalmente, similar. O MDT
também o é, mas possui informacoes adicionais. As linhas horizontais se apresentam de forma
particular para cada proteina (Figura 12).

As medidas experimentais de estabilidade térmica nao sao totalmente comparaveis, uma
vez que os estudos empregaram diferentes métodos e diferentes critérios, ja citados na Sub-
secao 1.2.1. Entao, aqui as proteinas sao comparadas nos grandes grupos: mesofilica, termo-

filica e hipertermofilica (classificadas de acordo com a literatura - Tabela 2).
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Figura 12 - ATD em vacuo para as cinco proteinas a) 1XNB, b) 1F5J, ¢) IM4W, d)
2VUJ e e) 2VUL; mapa contatos para 2VUJ.

1F5J até pouco tempo era considerada a xilanase da familia 11, de estrutura caracterizada,
com major termoestabilidade (77). Dois MDT para frames de duas simulagoes de equilibrio
apresentaram temperaturas médias discrepantes. Ou seja, na figura 13, nota-se que um
mapa é mais azul e outro mais vermelho. Na verdade isso nao representa um problema, ja
que essa diferenca acredita-se ser proveniente da energia inicial contida na estrutura anterior
ao ATD. Uma anélise relativa a vizinhanca dentro do proprio mapa resolveria o problema.
De qualquer forma, os mapas para esta estrutura sao pouco conclusivos, nao apresentando

nenhuma particularidade especial.
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A regiao C-terminal da proteina termoestavel 1IM4W respondeu de forma quente no mapa,
assim como 2VUJ. De fato, a cadeia carboénica final continua se distanciando da proteina em
forma de loop, apresentando-se de forma coerente no MD'T como uma regiao de alta energia
cinética, dada a alta mobilidade. Seu N-terminal no mapa é muito semelhante a 2VUJ, com
varias linhas quentes.

O N-terminal de todas as proteinas termoestaveis aqui analisadas possuem o mesmo
comportamento, com excecao da hipertermoestavel. Ao invés de varias linhas quentes, como
apresentado em 2VUJ, IM4W e 1F5J, 2VUL apresenta duas principais linhas quentes (no
inicio e em 34), e a regido intermediaria é mais fria. O N-terminal ¢ uma importante regiao
para termoestabilidade em xilanases, sendo alvo de mutagoes (46). Uma menor temperatura

nessa regiao nos MDT pode estar relacionada a estabilizacao térmica da proteina.
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Figura 13 — MDT para 1F5J. A diferenca entre os dois mapas é somente a origem dos
frames: a) e b) sdo mapas médios de frames retirados de simulac¢oes de
equilfbrio distintas.

3.1.4 Conclusoes

A simulac@o das estruturas no vacuo revelou diferencas entre estruturas muito semelhantes.
As observacgoes sao consistentes entre as diferentes simulacoes de uma mesma estrutura e, ge-
ralmente, entre frames de uma mesma simulagao (dentro de 100 ns de simulacdo de equilibrio
a 300 K, foram retiradas 70 estruturas igualmente espagadas no tempo).

As regioes que apresentaram linhas horizontais quentes estao localizadas na superficie da
proteina e, por isso, possuem maior liberdade para mover-se, aparecendo como regioes com
maior temperatura nos mapas de MDT.

Nesta secao foi dado o primeiro passo para distinguir diferencas entre estruturas, associ-
adas a termoestabilidade. Os resultados apontam para que as proteinas exibam diferentes
respostas quando sujeitas as variacoes de temperatura e retirada do equilibrio (no caso de

retirada das dguas). Tais respostas sao dependentes da estrutura tridimensional da proteina
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em questao. Assim, partindo da premissa em que a informacao para diferir duas proteinas
baseando-se em suas estabilidades térmicas estd em suas estruturas, o resultado aqui obtido
pode ser um indicio e uma ferramenta para avaliar a termoestabilidade em proteinas estru-
turalmente semelhantes. Ha também a possibilidade de relacionar o contetido proteico com
a atividade dentro do ATD, como ja mostrado no trabalho com receptores do hormonio da
tireoide (1). Uma vez que nao ha impedimentos para que estas caracteristicas estejam cor-
relacionadas entre si e com a estrutura, o ATD mostra-se uma ferramenta flexivel no estudo

de propriedades proteicas dependentes de estrutura.

Ainda, o ATD apresenta-se como potencial instrumento para design inteligente de pro-
teinas termoestaveis. Evidentemente, ha a necessidade de maior desenvolvimento, mas como
exemplo, uma estrutura proteica de maior termoestabilidade e relativa identidade estrutu-
ral pode ser submetida ao método paralelamente & proteinas menos estaveis. A partir da

comparacao dos MDT e suas estruturas, mutacoes podem ser sugeridas.

3.2 ATD na presenca de solvente

Aqui mostraremos os resultados das cinco proteinas submetidas ao ATD na presenca de
agua. Vale lembrar que a adigao de 4gua aumenta drasticamente o ntimero total de &tomos,
portanto, o nimero de calculos e por consequéncia o tempo computacional da simulacao.
Ainda assim, a metodologia do ATD repete a simulacao para todos os aminoacidos acoplados

ao banho térmico, o que leva a um aumento de cerca de 22 vezes no tempo computacional.

Os graficos desta se¢ao monitoram somente a temperatura dos aminoacidos. Em geral, as
temperaturas dos MDT em solvente sao menores que as temperaturas de mapas obtidos no
vacuo, ja que a dgua é um componente extra que atua na dissipacao de energia térmica. A
Figura 14 mostra uma certa convergéncia destes mapas e, ao contrario do ATD no vacuo, as
linhas horizontais quentes nao se destacam, enquanto que linhas horizontais frias, comuns a
todas proteinas podem ser notadas. Provavelmente o comportamento em agua é convergente
devido a réapida difusao do calor para esta, ao invés de acumular a energia somente na
estrutura proteica. O resultado é coerente com o obtido em vacuo, um vez que a maioria das
linhas horizontais ainda sdo quentes se comparadas as regides vizinhas (mais detalhes Se¢ao
3.2.1).
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3.2.1 Comparacao ATD em agua versus vacuo
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Figura 14 — Mapas de difusdo térmica para as cinco proteinas em dgua, a) 1XNB, b)
1F5J, ¢) IM4W, d) 2VUJ e e) 2VUL. Em preto, as regides mais frias (abaixo
de 45 K) sao semelhantes em todas proteinas.

A introducao da dgua neste regime de nao equilibrio térmico promove o surgimento de algu-
mas linhas horizontais frias (Figura 14), ou seja, regides que sempre respondem ao estimulo
térmico da mesma forma: adquirindo menos energia cinética que outras regides. A regiao
fria é comum a todas as proteinas e compreende o nicleo, contorna boa parte da superficie
do sitio ativo e é formada por no minimo uma parte da superficie da proteina (Figura 15),
sendo esta ultima regido variavel entre as proteinas. E esperado que o niicleo de uma pro-
teina globular possua uma estrutura mais compacta e relativamente imével, o que auxilia na
estruturacao proteica. Assim em um experimento como o ATD, é compreensivel que o niicleo
adquira menor energia cinética se comparado a superficie. No vacuo a energia nao possui
outras moléculas para onde fluir, ficando distribuida pela proteina. Porém com a adicao de
agua ao sistema, a diferenca entre temperaturas do nicleo e superficie é enfatizada , ja que
a adgua atua como um dissipador de energia na superficie. Dessa forma, a estrutura do sitio
ativo é protegida do estimulo térmico, o que é bastante razoavel.

A maioria das linhas quentes resultantes dos MDTs em véacuo ainda sao encontradas nos
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MDTs desta secao. Porém em 4gua, a energia total da proteina ¢ menor ja que neste sistema
ha dissipacao do calor da proteina para dgua (o que foi deduzido da menor temperatura nos
MDTs). Por outro lado, no vacuo nao ha dissipacao pois o tratamento classico dos atomos
aqui utilizado nao reproduz a radiacao térmica. Portanto, as linhas horizontais ficam menos
evidentes, ja que a variagao de temperatura no mapa é menor (isto ¢ melhorado se mudarmos
a escala do mapa). Na Figura 16 sao comparados lado a lado os MDTs em vacuo e em agua
para algumas protefnas. As linhas sdo coincidentes se fizermos uma anélise relativa , ou seja,
uma linha relativamente quente em vacuo ainda é mais quente que sua regiao vizinha no
MDT em solvente.

Figura 15 — Estrutura da xilanase 2VUL com o ligante da xilanase 2VGD em vermelho,
também da familia 11; em destaque, em azul, as regides que permaneceram
frias independentemente do aminoacido aquecido no MDT em &gua. a)
Representagao “surf” no VMD e b) “new cartoon”, mostrando que a regiao

fria encontra-se principalmente na palma da m&o.
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(continuagao)
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(c) 2VUL

Figura 16 — MDT para a proteina a) 1F5J, b) 2VUJ e ¢) 2VUL no vicuo e em agua,
respectivamente. A escala é 45 K a 90 K.

3.2.2 Conclusoes

Apesar do ATD em 4gua nao ser capaz de apontar diferencas estruturais relacionadas a difu-
sao térmica, este é capaz de mostrar a auséncia de aquecimento em regioes especificas. Para
as proteinas estudadas, o ATD em &gua indicou que a regiao do nicleo possui temperatura
mais baixa, sugerindo uma menor mobilidade. O fato dessa regiao ser destacada somente no
ATD em agua sugere que essas proteinas (mesofilica, termofilica e hipertermofilica) podem
usar este mecanismo de dissipacao para agua a fim de manter o niicleo proteico relativamente
livre de pertubagoes térmicas e, portanto, mais estavel.

Uma outra analise pode ser feita aumentando o tempo de simulacdao no ATD com agua,
pois talvez seja possivel visualizar com clareza linhas que em vicuo sao quentes, e tornam-se
frias quando adicionada agua ao sistema. Diferentemente do ATD em vacuo, o tempo do

ATD em agua nao foi longo suficiente a ponto que no fim da simulacao praticamente todos
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os residuos atingissem a temperatura superior determinada na escala (90 K ou acima). Uma
discussao mais detalhada a respeito do tempo de simulacao pode ser vista nos mapas do ATD

em fungao do tempo (Segao 3.5).

3.3 Contribuicao da Cadeia Lateral

Para analisar a contribuigdo da cadeia lateral (CCL) na difusao térmica, uma mutagao para
alanina ou glicina é introduzida antes de acoplar o banho térmico para cada residuo (1).
Comparamos entao as simulacoes de ATD da estrutura nativa e mutada: para cada ami-
noacido acoplado ao banho térmico, a temperatura final da proteina nativa é subtraida da
proteina mutada. O resultado é entdao um grafico de temperatura da proteina em funcao do
aminoacido acoplado ao banho térmico. Vale ressaltar que quando a mutacao é para glicina
somente um hidrogénio estard no lugar da cadeia lateral, ou seja, ¢ observada somente a
resposta da cadeia principal; quando mutado para alanina, a cadeia lateral é um grupo metil,
0 que equivale ao carbono [ presente em todos aminoacidos exceto a glicina. A diferenca
nas estruturas das duas simulagdes (nativa e mutada para Ala ou Gly) ¢ a cadeia lateral,
e, assim, é razoavel dizer que a diferenca entre temperaturas seja a contribuicao da cadeia
lateral.

Em destaque estao os residuos arginina, lisina, acido aspartico e acido glutamico: ami-
noacidos carregados e de cadeia longa. A seguir sao apresentados os graficos de anélise da

CCL para as proteinas deste estudo, em especial a comparacao das proteinas 2VUJ e 2VUL.

3.3.1 Analise geral

Comportamento temporal

Os gréficos possuem comportamento semelhante tanto para a temperatura final quanto tem-
peratura média no tempo, exceto que no grafico de temperatura final had uma maior separacao
dos pontos entre as proteinas. Por esta razao, serao apresentados somente os de temperatura
final para todas as proteinas. Na Figura 17, onde mostra-se os casos de temperatura média
no tempo ou temperatura final, unicamente como exemplo, pode-se notar que tanto a curva
da proteina nativa quando a da mutada para Gly ou Ala possuem a mesma forma em ambas
as situacoes, porém deslocada para um valor maior nos gréificos de temperatura final, pois
conforme o tempo aumenta, a proteina recebe mais energia e, assim, sua temperatura final

fica cada vez maior.
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Figura 17 — Grafico de CCL para a proteina 2VUJ utilizando a mutacio para glicina. A
esquerda, a) a média temporal da temperatura, e a direita, b) a temperatura
final. Na primeira linha estdo os graficos com a resposta da proteina nativa,
na segunda, a resposta da proteina mutada na posi¢do do aminoécido
acoplado ao banho, e por ultimo a diferenca entre os dois, ou seja, a
contribuicdo da cadeia lateral. Todos em funcdo do aminoacido aquecido.

A anélise de CCL reduz uma dimensao em relacdo ao MDT, quando, ao invés de apontar a
temperatura para cada aminoacido dado um acoplamento, este retrata a temperatura média
da proteina. Ou seja, uma linha vertical do MDT é reduzido a um ponto.Por isso, nao é
possivel observar o comportamento das linhas horizontais dos MDTs aqui. E também muito
dependente da estrutura inicial: aquelas que possuem RMSD um pouco maior em relacao a
média vao oscilar em torno de uma temperatura maior. Dessa maneira, é necessario que a
comparacio entre estruturas seja feita de forma normalizada. E valido ressaltar que qualquer
normalizagao linear, feita em ambos os graficos seria indiferente na subtracao. Porém, a
subtracao exclui as contribuicoes iniciais relativas a temperatura, ja que as duas estruturas sao

iguais, exceto pela mutacao. O resultado final pode ser interpretado como CCL e comparado
para diferentes proteinas.
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Figura 18 - CCL médio de frames da a) primeira ou b) segunda metade de uma
simulac@o de equilibrio de 40 ns para 2VUL. Ainda, c) a diferenca ente as
CCL de cada metade.

As Figuras 18 e 19 apresentam uma estimativa de oscilagao da medida. Foi feita a média
da CCL para frames de duas partes de uma simulagao de 40 ns, separadamente. Assim
em cada 20 ns, foram usados dez frames para o calculo de CCL. Uma primeira analise da
resposta da estrutura ao aquecimento é feita pelos graficos 19a e 19b. O perfil da média para
cada conjunto de frames de uma mesma proteina é semelhante, porém com temperaturas
deslocadas. A diferenga entre cada conjunto de frames (gréaficos terceira linha) aponta um
aumento de aproximadamente 7,5 + 1,5 K para a maioria dos residuos. Mesmo com esse
deslocamento, algumas respostas oscilam bastante e é necessario ter cautela no calculo de
CCL antes de fazer comparacoes com outras proteinas. O aumento na temperatura para o
grafico que utiliza a amostragem dos ltimos 20 ns da simulacao de equilibrio pode ser devido
a uma conformacao de maior energia, ji que este possui estruturas que mais se distanciam
da estrutura média (Figura 19¢). O RMSD dos 20 ns finais apresenta-se levemente maior

que os 20 ns iniciais.
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Figura 19 — Temperatura final em fungao do residuo aquecido para a proteina 2VUL a)
nativa e b) mutada para glicina; média de 10 frames de duas metades (20ns)
de uma simulagao de equilibrio (graficos da primeira e segunda linhas), e a
diferenca entre elas (terceira linha). ¢) RMSD da proteina com alinhamento
nos carbonos-a em relacao a estrutura média no tempo.

Os graficos acima mostram que essa medida é dependente da estrutura inicial, e a os-

cilacao desta medida para uma proteina pode ser maior que a diferenca entre a mesma e



3.3.1 Analise geral 63

outras proteinas. A Figura 18 mostra que a CCL de cada metade nao convergiu em 20 ns de
amostragem. Portanto, para comparar duas proteinas ¢ necessario que a diferenca entre elas
seja maior que esta oscilagdo. Adiante (Segao 3.3.2), é visto que a CCL para 2VUJ e 2VUL
sao muito semelhantes. Por outro lado, alguns residuos individuais apresentaram medidas de
CCL semelhantes em todas as cinco proteinas aqui estudadas (ndo mostrado): os residuos de
Arg (destacados em magenta nos graficos) possuem sempre maior valor de CCL, sugerindo
que este aminoacido ¢ um bom condutor térmico. Isso estd de acordo com dados de CCL
para as proteinas TRa ¢ TRS (1), onde estes residuos também foram encontrados como
sendo os de maior contribuicao. Isso provavelmente deve-se ao fato de argininas possuirem
uma cadeia lateral longa e carregada, com 3 grupos nitrogenados, permitindo maiores inte-
racoes eletrostaticas, além de uma maior superficie de interagao. A lisina, que possui menos
nitrogénios, também apresenta CCL acima da média (Figura 18), porém sempre abaixo das
argininas. Em um estudo de 1992, foi concluido que mutagoes lisina — argininas aumentaram

a estabilidade da proteina xilose isomerase (78).

Comportamento em agua

Comparando os sistemas em agua e em vacuo (Figura 20), depois de 30 ps, a temperatura
total da proteina no ATD é sempre maior se o sistema estia no vacuo. Entretanto, o perfil das
curvas nesses diferentes cenarios sao bem semelhantes, principalmente quando normalizadas
em relacao ao seus maximos e minimos. Isso indica que, de modo geral, o papel da agua
foi retirar energia de forma proporcional e sem preferéncias de regioes ou direcoes. De outra
forma, poderiamos esperar que aminodcidos que entram em contato com a agua pudessem
levar a uma menor temperatura para a proteina, pois o aquecimento do mesmo poderia levar
a um potencial processo de dissipacao de energia térmica a dgua. Entretanto nao é possivel

afirmar que as diferencas entre os graficos sao representativas dentro da oscilacao da medida.



64 3.3 Contribuicdo da Cadeia Lateral

®Are  eLys ®Glu ©Asp ®Arg  ®Lys  ®Glu  ®Asp

I Estrutura nativa

Temperatura final / K
Temperatura final / K

Temperatura final / K
Temperatura final / K

as temperaturas / K

Diferenca d

0 50 100 150 200

0 50 100 150 200

Diferenca das temperaturas / K

Residuo aquecido Residuo aquecido

(a) Agua (b) Vacuo

Figura 20 — CCL para ATD realizado em a) solvente e b) na auséncia deste, para a
proteina 2VUJ, utilizando mutacdo ALA. Na ultima linha o grafico da CCL
normalizado para seus maximos e minimos de cada gréfico.

3.3.2 Comparacao mesofilica, termofilica e hipertermofilica

A comparacao novamente é baseada nas proteinas 2VUJ e 2VUL, j4 que a segunda foi desen-
volvida a partir da primeira, além da proteina mesofilica 1XNB. Para verificar a contribuicao
da cadeia lateral, foram feitas mutacoes para glicina e alanina. Também foi feita a mutacao
para isoleucina, ja que este é um aminoécido com maior frequéncia em proteinas termoesta-
veis. Porém nenhuma das trés mutacgoes proporcionaram padroes de CCL discrepantes entre

estas proteinas. Os experimentos com isoleucina nao foram bem sucedidos, ja que, como
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este possui cadeia lateral grande e nao ha equilibracao apds a mutacao, muitas simulacoes
resultaram em erro de convergéncia de célculos e seus resultados foram prejudicados. Para
alanina e glicina, nota-se que os graficos sao muitos semelhantes. Na Figura 21 mostra-se
uma comparagao entre 1XNB, 2VUJ e 2VUL, utilizando CCL com mutagao para glicina.

O grafico de CCL para as duas proteinas mais estaveis sio bem semelhantes (Figura 21).
Com excecao da Arg 126, que na hipertermoestavel possui menor CCL, com uma diferenca de
3,5 K com 2VUJ. Na mesofilica, este residuo é equivalente ao 112, e também possui alta CCL.
Ou seja, a CCL parece ser decrescente em funcao do aumento da termoestabilidade para este
residuo. Contudo uma maior amostragem seria necessario para confirmar essa afirmacao. Na
Subsecao 3.3.3, histogramas com 2.000 pontos sao feitos para a CCL do residuo 126.

Esta medida possui uma oscilacao natural, e a diferenca entre estas duas proteinas é me-
nor que esta oscilacao. Portanto, nao faz sentido fazer a comparacgao entre elas utilizando a
CCL, ja que esta nao possui sensibilidade suficiente para a diferenciacdo com base na termo-
estabilidade. A sensibilidade alcancada através do ATD foram as linhas horizontais e uma
vez que a medida de CCL é a temperatura total da proteina e nao a temperatura em funcao
dos residuos, essa diminuicao de dimensao limita o conteudo das informacoes. A quantizacao
da medida da oscilacao foi feita de forma grosseira nesta etapa, porém, histogramas foram

construidos na proxima Subsecao 3.6.2, permitindo melhor visualizacao e comparacao.
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3.3.3 CCL individual

Uma forma de analisar medidas que oscilam entre valores proximos é fazendo um histograma,
porém é necessario uma grande quantidade de dados. Desta forma, para melhor interpretar o
resultado de CCL, varias simulagoes foram feitas focando principalmente os residuos diferen-
tes entre 2VUJ e 2VUL. Sao usados de 300 a 3.000 pontos na amostragem para cada residuo
acoplado ao banho térmico*, possibilitando ver distribuicoes e suas respectivas variancias.
A CCL individual é medida tanto como temperaturas finais e médias, e apenas um residuo
por vez é analisado, permitindo quantificar a oscilacao e comparar duas proteinas com maior
precisao. Relembrando que o estimulo do ATD é local: um banho térmico é acoplado somente
ao aminoacido em questao, simulando um estimulo externo totalmente localizado.

A seguir serao discutidos os histogramas da CCL individual para os residuos 9, 13, 14,
18, 34, 35 e 71 (mutagoes entre 2VUJ e 2VUL), para uma regido de linha quente comum
para as duas proteinas no MDT (residuo 105) e também para Arg 126, que aparentemente

apresenta comportamento diferente nas proteinas.
Contribuicdes das cadeias laterais em vacuo

Quando avaliado a semelhanga com medida ja feita (mutagoes para Gly), decidiu-se por uma
amostragem menor para Ala, ja que apenas 400 pontos nos histogramas com esta muta-
cao foram suficientes para obter uma boa representacao da distribuicao da CCL individual.
Observa-se que independentemente de ser feita mutacgao para Ala (Figura 23) ou Gly (Figura
22), as CCL individuais sdo equivalentes e em geral concordam entre si.

Cada aminoacido mutante de 2VUJ e 2VUL foi acoplado ao banho térmico do ATD e
a CCL foi obtida. Também, o residuo 105, localizado no cordao, que se apresenta quente
nos mapas de ambas proteinas é utilizado como controle, pois é esperada a mesma resposta
nas duas proteinas. Somente os histogramas associados aos residuos na posicao 35 sao cla-
ramente distinguiveis. Na proteina hipertermoestavel, a CCL deste aminoécido é maior. Ou
seja, a troca de serina para acido glutamico (Glu), em uma regiao de loop, proporciona um
aumento da energia cinética total na proteina, através de estimulo térmico neste residuo. Isso
corrobora os MD'Ts, que apresentam uma linha quente na regiao do residuo 35 somente para
2VUL. Posteriores analises da simulacao de equilibrio na Secao 3.6 dao mais detalhes sobre

o comportamento do residuo 35 nas duas proteinas.

*Neste caso, quatro mil simulagoes de ATD foram feitas para cada residuo a fim de gerar os dois mil pontos
de CCL, por exemplo. Utilizando duas mil estruturas iniciais diferentes, retiradas de diferentes frames da
simulagao.
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Ainda, a Arg 126 que previamente parecia ter diferentes contribui¢oes para cada proteina
(Subse¢ao 3.3.2), apresentou histogramas sobrepostos para 2VUJ e 2VUL. Esse é um ponto
que apresentou diferencas consideraveis entre 2VUJ e 2VUL nos graficos de CCL em funcao
do residuo aquecido, mas nao no histograma, indicando que a maior amostragem eliminou

as diferengas. Porém, este realmente apresenta uma maior CCL para 1XNB (Figura 24) .
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Figura 24 — A Arg 126, previamente apresentada com diferente CCL para as proteinas
mesofilica (1XNB), termofilica (2VUJ) e hipertermofilica (2VUL) quando
representado o CCL em funcao do residuo aquecido. O residuo equivalente
em 1XNB sera a Arg 112. Foi utilizado a média da temperatura.

Contribuicées das cadeias laterais em agua

Devido ao alto custo computacional, somente 300 pontos para cada residuo foram obtidos
em agua e somente com a mutacao para glicina. Como ji observado na Subsecao 3.3.1, a
CCL em agua ¢ mais atenuada, provavelmente devido a dissipagao de energia para a agua.
Os histogramas de CCL para a mutacao 35 apresentam uma leve diferenca, principalmente
na temperatura final (nao apresentado), concordando com o CCL em vacuo. Porém dife-
rentemente do que foi observado no CCL em vicuo, ha uma diferenca significativa entre
os histogramas da mutagao Tyrl8Phe. A fenilalanina apresenta menor CCL que a tirosina
quando o sistema ¢é simulado em 4gua. Isso indica que na presenca de agua esses aminoacidos
reagem de modo diferente do que no vacuo. Em comparagdo com a fenilalanina, a tirosina
possui um grupo hidroxila extra exposto ao solvente, e pode formar ligacdes de hidrogénio
com moléculas de agua, provavelmente levando a uma maior CCL. Esta conclusao esta de

acordo com o resultado calculado na Subsecao 3.6.2.
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3.3.4 Conclusoes

A medida da contribuicao da cadeia lateral para o aquecimento da proteina foi obtida para
as estruturas 2VUJ e 2VUL. Estas proteinas sao muito semelhantes entre si, tendo RMSD
do alinhamento de Car de apenas 0,24 A. Porém estas proteinas possuem diferenca de 25 °C
em suas respectivas temperaturas de melting (65). Os gréaficos de CCL em fun¢ao do resi-
duo aquecido nao possuiram sensibilidade para diferenciar as proteinas, pois nao foi possivel
distinguir as oscilacoes das medidas das suas diferencas entre as proteinas. Contudo, com
uma amostragem maior foi possivel construir histogramas para os aminoacidos mutados,
e a mutacao Ser35Glu gerou uma distribuicao de CCL significativamente distinta entre as
duas proteinas em vacuo. Em agua, além dessa mutagao, a Tyr18Phe também apresentou
histogramas levemente separados, podendo indicar um mecanismo de interagao com a agua
importante para a termoestabilidade. O significado da CCL para a termoestabilidade nao
estd muito claro, pois somente duas de sete mutacoes apresentaram distribuicoes significati-
vamente diferentes, sendo em um caso com diferenca negativa e o outro positiva.

Para as cinco proteinas estudadas, todos os valores de CCL para residuos de Arginina
foram acima da média, assim como encontrado previamente em proteinas nao termoestaveis
(1). Esse fato nao parece estar claramente relacionado com a termoestabilidade da proteina,
apesar de todas as argininas equivalentes mostrarem temperatura de CCL decrescente em
funcao do aumento da termoestabilidade. Os histogramas para a arginina 126 apresentaram-
se equivalentes em 2VUJ e 2VUL, porém com maiores valores de CCL para 1XNB.

A medida de CCL apresentou maior custo computacional em relacao ao MDT por dois
motivos. Devem ser duas simulacoes ao invés de uma, pois a CCL ¢ a subtracao da resposta
da estrutura nativa da mutada. Além disso para observar a resposta em um tnico residuo,
uma amostragem de no minimo 300 pontos foi necessaria para computar a distribuicao de
CCL, ao passo que para construir um MDT, um conjunto com 20 estruturas iniciais ja é

suficiente.

3.4 Relaxamento

Este experimento de relaxamento é semelhante ao de ATD, porém sem o acoplamento tér-
mico em residuos. De forma que a simulagao da estrutura anterior ao ATD, livre de estimulos
térmicos, pode fornecer informacoes sobre a qualidade da estrutura. Vale ressaltar que a es-
trutura retirada a partir da simulacao a 300 K é uma representacao da mesma em condicoes
naturais e a nao equilibracao a 10 K é uma escolha proposital visando a menor variacao

possivel da estrutura nativa. A maneira que a mesma é processada até o ATD, como a reti-



3.4.1 Relaxamento em véacuo 73

rada das aguas e a diminui¢ao da temperatura, ambos feitos sem uma equilibracao posterior,
podem levar & instabilidade de alguns elementos estruturais. Assim, se por um lado a di-
minui¢ao da temperatura é um artificio indispenséavel para melhor visualizagao da resposta
ao calor difundido, j& que ha diminuicao da energia total da proteina, por outro lado a nao
equilibracao e a retirada da aguas podem gerar regioes de alto potencial. Durante a analise
ambos fatores devem ser levados em conta a fim de evitar uma interpretacao errénea dos

resultados.

Cada aminoécido da mesma estrutura usada no ATD, seja em agua ou em vécuo, teve sua
temperatura monitorada em funcao do tempo. A fim de avaliar a influéncia da termalizacao
na estrutura, foram também utilizadas estruturas que nao foram termalizadas. Questoes
fundamentais surgem a respeito da anélise dos MDT, e essas situacoes ajudam a explicar
particularidades do ATD, principalmente do MDT. De forma que se pode questionar: a
origem da energia cinética representada como temperatura no mapa é puramente do banho
térmico ou energia potencial da estrutura? Mesmo através da tentativa de minimizar a
energia inicial, este experimento demonstra que a forma de minimizagao escolhida para gerar

estruturas iniciais pode carregar regioes nao equilibradas.

3.4.1 Relaxamento em vacuo

Foram gerados graficos de temperatura de cada aminoacido em funcao do tempo para as
proteinas termofilicas 1F5J, 2VUJ e 2VUL, e para a mesofilica 1XNB. A fim de garantir
comparagao entre estes e os graficos de ATD, a mesma escala de cores foi usada. Na Figura

25 os graficos de relaxamento para cada proteina foram colocados lado a lado com os de ATD.

Logo no inicio dos graficos de relaxamento hé regioes de maior temperatura que estao
localizadas exatamente nas mesmas regioes de linhas horizontais quentes dos MDTs. Portanto
isso indica que aquelas linhas com alta temperatura nos MDTs nao sao consequentes do
banho térmico no ATD. Principalmente dois fatores sao atribuidos como responsaveis pelo
surgimento dessas regioes quentes. Primeiro, a retirada das 4dguas exatamente anterior a
simulagao de ATD faz com que a estrutura possua regioes em altas energias potenciais, as
quais relaxam em forma de energia cinética e equilibram-se em menores potenciais. Segundo,
a estrutura sofre uma mudanca brusca de temperatura. Entao, a nova energia cinética de
cada 4&tomo nao é mais consistente com a energia potencial local. Embora acredite-se que
este segundo efeito seja menos influente, uma vez que os efeitos de alta energia inicial nao

sao observados nos experimentos de relaxamento em agua (Subsecao 3.4.2).



74

3.4 Relaxamento

Tempo/ps
(a) 1IXNB

Residuo aquecido

(b) 1XNB com a inser¢ao no cordao

200 ey

B3 0 50 100 150 200
€mpo/ps Residuo aquecido

(c) 1F5J

>90K

<45,

>90K

<45K

>90 K

(continua)



3.4.2 Relaxamento em &gua 75

(continuagao)
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Figura 25 - Graficos de relaxamento e & direita os MDTs, ambos em vacuo. a) 1XNB, b)
1XNB com a inserc¢ao no cordao, c) 1F5J, d) 2VUJ e e) 2VUL.

3.4.2 Relaxamento em agua

Na Figura 26 estao os graficos de relaxamento em agua para as proteinas 1XNB, 2VUJ
e 2VUL. Nestes graficos, a estrutura simulada é a anterior ao ATD em agua, isto é, ja
termalizada a 10 K e ainda com as moléculas de agua.

Em oposicao ao resultado em vacuo, o relaxamento em agua nao mostrou regioes quentes
no comeco da simulacao. Todos os residuos comecam com uma temperatura menor que
45 K e apo6s 20 ps a temperatura média oscila em 52410 K. De fato, as linhas horizontais

quentes nao sao marcantes no MDT em agua, como visto na Secao 3.2. Dessa maneira, as
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linhas quentes observadas no ATD em vacuo provavelmente sdo originarias de regioes com

alto potencial que surgiram pela retirada da agua.

100 200 3
Tempo/ps Tempo/ps Tempo/ps

(a) 1XNB (b) 2VUJ (c) 2VUL

Figura 26 — Relaxamento em agua para as trés proteinas a) 1IXNB, b) 2VUJ e ¢) 2VUL.
Todos foram médias de 3 frames, enquanto que para a tltima foi feita a
média em 20 frames, por isso o grafico é mais suave.

As regioes quentes do relaxamento em vacuo exibem, desde o inicio da simulagao, tempe-
ratura diferente do restante da proteina. Entretanto para as simulagoes em agua, o cenério
¢ um pouco diferente. As linhas frias nao aparecem como regides de temperatura inicial
diferente, porém estas permanecem a uma menor temperatura por mais tempo enquanto ou-
tras regides aumentam de temperatura. A regido em que isto é mais claro é a contida entre
os residuos 75 e 90. Essa regiao pertence ao niicleo da proteina, como visto na Secao 3.2
na pagina 55, corroborando que estas regioes de menor flexibilidade sao menos propensas a

adquirirem energia cinética.

3.4.3 Relaxamento sem termalizacao

Este experimento foi feito para avaliar o efeito da termalizacao no processo do ATD. No caso
sem termalizacao, a estrutura passa por uma diminuicao abrupta de temperatura, ou seja, ela
foi retirada da simulacao de equilibrio & 300 K, para uma situacao em que a velocidade inicial
dos atomos é atribuida tal que o sistema esteja a 10 K (pela distribuigao de Boltzman, como
explicado na Se¢ao 1.1). Esse experimento nao conta com o reescalonamento de velocidades
(termalizagao), ou seja, a mudanca gradual da temperatura do sistema. A temperatura inicial
apenas foi atribuida para 10 K. O sistema ¢ em vacuo e, portanto, carrega as consequéncias
da retirada das aguas.

A Figura 27 mostra que ainda existem as regidoes com maior temperatura inicial. Portanto,

o reescalonamento de velocidades nao ¢ o responsavel pelo surgimento destas.
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Figura 27 — Relaxamento no vicuo para as estruturas anteriores & termalizacao de 10 K |
para 2VUL. Média em 20 frames.

3.4.4 Conclusoes

O relaxamento da estrutura mostrou que as linhas horizontais quentes dos MD'Ts nao sao
geradas por uma resposta térmica ao aquecimento que independe do aminoécido aquecido,
mas sim pela relaxacao da estrutura anterior ao ATD. Esse resultado nao altera as conclusoes
feitas no MDT em vacuo, ja que este nao deixa de ser uma resposta sensivel para estruturas
semelhantes que sofreram os mesmos processos de simulacoes.

Atribui-se a retirada da dgua sem posterior equilibrio da estrutura como sendo a principal
razao para existirem regioes de maior energia inicial. Esta atribuicao esta baseada no fato
do relaxamento em Agua nao apresentar regioes iniciais com temperaturas maiores que o
resto da proteina. Outra possibilidade poderia ser a descontinuidade da temperatura, isto é,
passagem abrupta de 300 K para 10 K. Contudo, o relaxamento no vacuo sem termalizacao ja
apresenta regioes quentes. De fato, as regioes de linhas quentes estao localizadas na superficie
da proteina e possuem maior liberdade para mover-se, fazendo interagoes diretamente com
a dgua. Também, estas regioes provavelmente sao as mais maéveis da superficie da proteina,
dado pela maior energia cinética em relacao ao restante. Maiores detalhes sobre a mobilidade
podem ser encontrados na Secao 3.6.1, na qual foram realizadas medidas de RMSD.

Também, é possivel concluir que a energia da proteina apoés a retirada da agua é bem
maior que em agua, sendo mais um argumento de que a retirada da dgua aumentou a energia
potencial da estrutura, a qual relaxou através da transformacao da potencial em energia

cinética.
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3.5 ATD em funcido do tempo

Até agora, os mapas gerados para o ATD sao valores médios ou somente um ponto no
tempo. A fim de avaliar o ATD em funcao do tempo uma dimensao deve ser abandonada.
Dessa forma, sao gerados graficos de simulagoes individuais de ATD utilizando somente um
residuo aquecido e observando a resposta dos demais em funcao do tempo. Estes graficos
permitem obter estimativas temporais, como por exemplo o aquecimento de regioes vizinhas
a0 banho térmico com o passar do tempo. E possivel também distinguir quais regides apa-
recem quentes no MDT por possuir energia inicial daquelas que recebem energia do banho
térmico. O tempo para os graficos desta secao é duas vezes maior que o tempo de simulacao
no ATD e permite a visualizagdo do momento em que os residuos atingem 90 K ou mais, a

temperatura méxima usada na escala de cores.

Os graficos de ATD no tempo (Figura 26) devem ser interpretados com algumas premis-
sas. A linha mais quente, cuja existéncia pode ser observada desde o inicio, corresponde ao
aminoacido acoplado ao banho térmico. Além disso, regioes nao necessariamente proximas
ao residuo aquecido ja possuem uma energia inicial maior e, portanto, nao apresentam-se

mais quentes pela transferéncia de energia do banho térmico, como ja discutido na Secao 3.4.

3.56.1 Mutacoes no banho térmico

Os residuos escolhidos para serem aquecidos foram as mutagoes entre as proteinas 2VUJ
e 2VUL e a resposta de toda a proteina em funcao do tempo foi monitorada. Assim, através
da analise da resposta temporal das proteinas quando suas mutacoes sao excitadas, espera-se
compreender a diferenca entre a estabilidade térmica destas duas proteinas. Na Figura 26
sao colocados lado a lado os graficos de ambas as proteinas. Excluindo as regioes inicialmente
a maior temperatura, a difusao de calor partindo dos aminoacidos mutados é praticamente

a mesma para as duas proteinas.

Se os primeiros picossegundos de simulacao, os quais apresentam linhas quentes devido a
energia inicial da estrutura, forem ignorados, nao ha diferenca significativa entre os graficos
de ATD no tempo para as diferentes proteinas. Para a mutagao no residuo 71, as regioes de
alta energia inicial ficam mais evidentes, ja que o residuo 71 encontra-se distante destas e as
outras mutagoes encontram-se mais proximas. Assim, na mutacao 71 (Figura 26g) é possivel
observar diversas linhas quentes iniciais no N-terminal: em 2VUJ h& energia inicial por volta
do residuo 24, 14 e nos primeiros residuos; em 2VUL ha regioes de alta energia nos residuos

iniciais e por volta de 35.
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(continuagao)

Tempo/ps ) Tempo/ps

(g) Ser71Thr

Figura 26 — Mutagoes aquecidas e a resposta (temperatura) de toda proteina em funcao
do tempo. 2VUJ (esquerda) e 2VUL (direita) com os aminoacidos que
receberam o estimulo térmico no ATD.

3.5.2 Comparacdo agua versus vacuo

Foram gerados poucos graficos de ATD em agua como fun¢ao do tempo, ja que é neces-
sario realizar novas simulagoes de alto custo computacional devido ao aumento no tamanho
do sistema. Desta maneira, foram comparados os resultados de agua e vacuo de apenas uma
simulagao no tempo por proteina e nao a média de varias simulagoes. Como visto anterior-
mente, o resultado em agua diferencia-se do resultado em vacuo principalmente pelo inicio
nao exibir regides com maior energia inicial. Ao contrario: é necessario um tempo para que
a proteina comece a apresentar temperaturas maiores que 40 K. Isso corrobora os resultados
obtidos na Secao 3.4 - Relaxamento.

Nestas simulagoes, a proteina permanece com 40 K ou menos até por volta de 10 ps e
geralmente a temperatura do sistema em agua é menor neste intervalo de tempo. No vacuo, as
regioes quentes ja comecam a surgir no instante inicial. Adicionalmente, a temperatura média
em agua ¢ maior, visto que apés cerca de 40 ps praticamente nao é possivel distinguir entre
as regioes quentes, como ocorre no vacuo. Este fato nao é observado no MDT ja que este é a
média temporal apenas dos primeiros 30 ps. Provavelmente a energia introduzida no sistema
leva um tempo para se dissipar. Assim, a agua presente absorve energia e redistribui para boa
parte da proteina, aumentando a flutuacao de temperatura. No vicuo, a transmissao dessa
energia é feita somente através da proteina, portanto as regioes mais proximas sao aquecidas
em primeiro lugar. Como a quantidade de energia introduzida no sistema nao é sempre

a mesma (método de Langevin), é possivel que em agua uma maior quantia de energia é
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introduzida para manter a temperatura do banho, dado o maior ntimero de &tomos no sistema
(dado nao calculado). Entao, a energia do banho térmico é primeiramente dissipada na agua
e nas regioes mais proximas. Apos alguns picossegundos de simulacao a adgua redistribui essa
energia adicional para o restante da proteina. Isto é observado nas figuras 27a e 27b. Por
isso que em agua, por volta de 40 ps praticamente todos os aminoacidos ja estao proximos a

temperatura maxima da escala (90 K), diferente do MDT em véacuo, no qual para o mesmo

tempo de simulacao as proteinas sao mais frias.

Tempo/ps
(a) Residuo 86

Tempo/ps . Tempo/ps
(b) Residuo 156

Figura 27 - Grafico de ATD em 4gua (esquerda) e no vacuo (direita), em funcao do
tempo para um frame. Neste caso a proteina 1F5J teve os aminoécidos a) 86
e b) 156 aquecidos.
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3.5.3 Conclusoes

O ATD em funcao do tempo corrobora os resultados obtidos até agora, como a energia
inicial maior em algumas regioes e também a preferéncia de transferir energia para regioes
vizinhas ao residuo aquecido. Nao foi possivel encontrar diferencas entre os graficos de ATD
no tempo para as proteinas 2VUJ e 2VUL, além das regioes de maior energia inicial. Ja para
0o ATD em agua simulado no dobro do tempo do original observa-se que o sistema é aquecido
mais rapidamente que o sistema em vacuo, pois a agua drena mais energia do banho térmico.
Por isso, aumentar o tempo de simulacao do ATD em &gua nao é a solucdo para aumentar a
sensibilidade do MDT em solvente.

3.6 Analises da simulacao de equilibrio

Adicionando as analises comparativas, as quais visam justificar o aumento de termoestabili-
dade entre as proteinas 2VUJ e 2VUL, foram feitas andlises com metodologias mais usuais,
em simulagoes de equilibrio. Foram calculadas energias eletrostatica e de Van der Waals para
atomos nao ligados, moléculas de solvatagao, deslocamento quadrético médio (do inglés Root
Mean Square Displacement, RMSD) e ligacoes de hidrogénio, baseando-se principalmente
nas diferencas da sequéncia de aminoacidos entre as duas proteinas. Vale relembrar que tais
mutacoes sao Ser9Pro, Thr13Phe, Asnl4His, Tyr18Phe, Gln34Leu, Ser35Glu e Ser71Thr, e

suas estruturas quimicas estao representadas na Tabela 1.

3.6.1 RMSD

Podemos inspecionar a variacao dos atomos em relagao a estrutura meédia, como funcao
do tempo, dessa forma obtendo um tnico valor de deslocamento quadratico médio para a
proteina em cada instante de tempo de simulacao. Ou ainda, pode-se calcular o valor de

RMSD em funcao do residuo ao longo de toda simulagao.

Os céalculos de RMSD como funcao do tempo de simulagao podem fornecer informacoes a
respeito da qualidade de equilibracao e mostrar mudancas conformacionais ocorrendo, ja que
o desvio em relacao a média tende a se deslocar quando estas ocorrem. A Figura 28 mostra
o RMSD como funcao do tempo para as simulacoes de equilibrio das proteinas usadas neste
estudo, indicando que estas nao sofrem grandes mudancas conformacionais ao longo das

simulagoes.
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Figura 28 — RMSD para as cinco simula¢oes em funcao do tempo de simulagao para a)
2VUJ e b) 2VUL (as 5 simulagoes), ¢) 1F5J e d) 1XNB (estrutura nativa e a
com o corddo maior). O alinhamento foi feito em relagdo ao C-a, tendo a
estrutura média no tempo como referéncia.

Os maiores valores de RMSD da curva 2 da Figura 28a e curva 1 de 28b, respectivamente
das proteinas 2VUJ e 2VUL, sugerem que alguma mudanca conformacional esteja ocorrendo.
Quando as estruturas destas proteinas sao analisadas, ¢ notado que a regiao do polegar
(Figura 1, na Parte ) realiza um movimento de abertura, expondo o sitio catalitico nos
instantes em que o RMSD aumenta. De fato, esse movimento ja foi observado e acredita-se
ser o mecanismo responsavel para a entrada do xilano no sitio catalitico e saida do produto
(79).

O movimento do polegar foi observado em apenas uma entre cinco simulacoes de 40 ns,
portanto é razoavel supor que a frequéncia deste movimento seja menor se comparada a
escala de tempo das simulagoes de ATD. Uma estimativa grosseira da frequéncia de abertura
do polegar seria 1 evento a cada 200 ns. A regiao do cordao foi observada nos MDTs com
alta energia cinética e gerou a hipotese de que esta regiao é bastante moével. Ja4 o movimento

do polegar acontece em uma escala de tempo muito maior. Portanto, tentar correlacionar
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esse movimento de abertura com os resultados de ATD é incoerente, uma vez que o ATD &
observado no intervalo de alguns picossegundos e a abertura do polegar acontece tipicamente

em uma escala trés ordens de grandeza acima.

(a) Polegar fechado, 20 ns. (b) Polegar fechado, 20 ns.

.4

(c) Polegar aberto, 30 ns. (d) Polegar aberto, 30 ns.

Figura 29 — Estrutura de 2VUJ no tempo da simulacao 2, representando o movimento do
polegar, de acordo com a variacdo do RMSD. a) e b) sao estruturas como
polegar fechado, no tempo 20 ns, enquanto que c) e d) representam o polegar
aberto em 30 ns. A esquerda: visualizacdo de estruturas secundarias (modo
New Cartoon no VMD). A direita: representacio da superficie da estrutura
(modo Surf no VMD).

A Figura 29 mostra as estruturas de 2VUJ da simulagdo em que foi observada a abertura
do polegar. Aos 20 ns a estrutura ainda se encontra com o polegar fechado e, em 30 ns, o

polegar apresenta-se na forma mais esticada, permanecendo nesta configuracao até o final da
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simulacdo (40 ns).
A analise de RMSD em funcao do residuo (Figura 30) gerou uma compreensao mais deta-
lhada em relacao a mobilidade local nas estruturas 2VUJ e 2VUL, permitindo correlacionar

esta mobilidade local com os resultados de ATD.
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Figura 30 - RMSD em funcao do aminodcido para as simulacoes de equilibrio de 2VUJ e
2VUL.

O pico que mais se destaca representa o polegar (regido E). Apresenta grande RMSD para
ambas proteinas, confirmando a hipotese anterior da sua alta mobilidade. As outras regides
apresentam em sua maioria um RMSD bem menor que do polegar, porém alguns maximos

locais podem ser destacados. Na regido A, o RMSD atinge 3 A entre residuos 13 e 18 em
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todas simulagoes de 2VUJ, porém em uma s6 de 2VUL (Figura 30a e Figura 30b). Esta é
uma regiao de loop, portanto é razoivel que apresente uma mobilidade maior que a média.
Trés mutagoes estao nesta regiao, e se tratando da média nas simulacoes, pode-se dizer que
9VUL apresenta um RMSD menor, com quase 2 A de diferenca. A regido B esta centralizada
na mutacao 35 e apesar de nao ter um pico relativamente alto, apresenta quase 1 A de
diferenca entre as proteinas. Este ¢ um indicativo que essa regiao possui maior mobilidade
na proteina hipertermoestavel, corroborando os resultados de ATD, os quais mostram que no
MDT em vacuo ha somente linha quente nesta regiao para a proteina 2VUL (Subsegao 3.1.1).
A regiao C, entre os residuos 53 e 63, apresenta um valor alto de RMSD apenas para 2VUL e
somente em uma simulacao. Esta, também é uma regiao de loop e sua linha quente no MDT
apresenta-se ligeiramente mais intensa no mapa de 2VUL. A regiao D é composta por quatro
picos semelhantes para ambas proteinas. Os residuos que geram tais picos de RMSD formam
regioes de loop e sao observadas no MDT linhas quentes para os mesmos, com excecao do
primeiro pico por volta do residuo 85. O pico central é formado pelos residuos que compdem
o corddo, possuindo RMSD por volta de 2,5 A nas duas proteinas. Finalmente, a regiao
F tem seu maximo em um residuo de glutamina cuja cadeia lateral ¢ longa e carregada e
estd localizado na superficie da protefna. Porém, em uma simulaca de 2VUJ essa regiao, e
também o pico anterior, atigem valores 1 A mais altos, aparentando uma maior mobilidade na
proteina termofilica. A respeito das extremidades da cadeia proteica, o N-terminal apresenta
altos valores de RMSD para ambas as proteinas e o C-terminal s6 possui alto RMSD em

2VUJ, o que é observado no MDT como uma linha quente.

3.6.2 Solvatacao

O numero de moléculas de dgua contidas dentro do raio pré-estabelecido de 4 A (primeira
camada de solvatagao) para cada residuo é representado em fungdo do tempo de simulagao
(Figura 30). Cores semelhantes representam a mesma proteina em diferentes simulages de
40 ns realizadas. Em geral, somando-se todas contribuicoes das mutacoes, a proteina mais
termoestavel 2VUL é mais solvatada do que 2VUJ, com uma diferenca de aproximadamente

10 moléculas de dgua. Analisando individualmente:

Ser9Pro  Em média, a prolina de 2VUL possui uma molécula de 4dgua de solvatacao a
mais. A prolina possui um carbono a mais que a serina, o que gera um aumento
na superficie de solvatacao, mesmo sendo um residuo apolar. Estes residuos se

encontram nas superficies das proteinas.

Thr13Phe Novamente uma mutacao que envolve o aumento da hidrofobicidade. Uma di-

ferenca significativa de cerca de 5 moléculas de dgua de solvatacao a mais para
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Asnl14His

Tyr18Phe

GIn34Leu

Ser35Glu

Ser71Thr

2VUL. Mesmo sendo inicialmente um residuo de carater polar, a troca por um
apolar, porém com maior quantidade de dtomos, aumentou a superficie de sol-
vatacdo na proteina mais termoestavel. A localizacao destes aminoacidos é na

superficie.

A mutacgao de um residuo de asparagina para um histidina nao levou a significa-
tivas diferencas entre a solvatacao das duas proteinas segundo este experimento.
A quantidade de dguas de solvatacao oscilou significativamente em funcao do
tempo. Como essa variacao é vista em mais de uma simulacao, em ambas as
proteinas, essa pode ser uma regiao sujeita a variacoes estruturais de escalas de

tempo maiores.

Apresentou uma diferenca por volta de 3 moléculas, mas desta vez 2VUJ esta

mais solvatada.

Mesmo sendo um residuo de superficie, a mutagao perde aproximadamente 2
aguas de hidratacao, provavelmente por ser um residuo hidrofébico. Discutido

mais detalhadamente a seguir, em Ligacoes de Hidrogénio.

Essa posicao faz com que a cadeia lateral fique voltada ao solvente. Sendo o
acido glutamico maior, este possui maior area para ser solvatado. Assim, cerca
de cinco moléculas de dgua extras estao presentes na 2VUL. Isto é coerente com

o aumento dos nimeros de ligagcoes de hidrogénio vistas na Subsecao 3.6.4.

As curvas praticamente nao se distinguem, oscilando em torno de sete &guas
de hidratacao. Ambos residuos sdo hidrofébicos, porém, sua cadeia lateral é

direcionada ao centro da proteina.
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Figura 30 — Quantidade de dguas de solvatacio em uma esfera de raio igual a 4 A do
aminoacido. Gréaficos a)-g) individuais, e h) a soma entre todas as mutacoes.
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3.6.3 Energia entre atomos nao ligados

No intuito de avaliar a diferenca no ambiente estereoquimico, energias eletrostatica e de Van
der Waals foram computadas para os residuos mutados entre as proteinas 2VUJ e 2VUL.
Sao analisadas as interacoes entre a cadeia lateral do residuo e a proteina em um raio de 5
A. Nio foram analisadas interacdes com moléculas de agua, ficando reservado as anélises de
solvatagao e ligacoes de hidrogénio (Subsecoes 3.6.2 e 3.6.4). Os resultados sao listados a

seguir.

Ser9Pro  2VUL tem a energia de VDW levemente positiva (por volta de 2 kcal/mol),
provavelmente pela conformacao rigida do aminoécido prolina; enquanto que e a
eletrostética oscila em zero. A energia total* de 2VUJ apresenta-se mais negativa,
tendo como principal contribui¢do a energia eletrostatica por volta de - 7 kcal /mol.
Essa diferenca na energia eletrostatica é devido ao carater dos atomos envolvidos;
no caso da prolina, sao somente carbonos, diferente da serina que possui o grupo
hidroxila com carga de dipolo negativa. Portanto, neste caso o aminoacido de

2VUJ esta mais estabilizado, se tratando em energias de atomos nao ligados.

Thr13Phe Em ambas proteinas, a energia total oscila em torno de -4 kcal /mol, com as con-
tribuicoes da duas energias variando em funcao do tempo. Ou seja, a contribuicao
de d4tomos nao ligados para a estabilizagao neste residuo é praticamente a mesma

para as duas proteinas.

Asnl4His A energia de VDW da asparagina oscila no inicio com aproximadamente o mesmo
valor que a histidina e ap6s de 14 ns desloca-se e oscila em torno de uma energia
positiva em torno de 5 kcal/mol. A energia eletrostatica, por sua vez, aumenta

no final da simulacao em 2VUL.

Tyr18Phe Praticamente nao ha diferenca na energia de VDW das duas proteinas. Na ele-
trostatica, a tirosina possui sempre menor ou igual energia que fenilalanina, cuja
diferenca chega a 3 kcal/mol. Isso provavelmente porque o grupo hidroxila na

extremidade da tirosina pode interagir com a glutamina préxima.

Gln34Leu 2VUJ apresentou menor energia de interacao, principalmente pela eletrostética.
De fato, a troca de um aminoacido polar (glutamina) por um apolar (leucina)
diminui as interacoes polares. Além de que, o ambiente ao redor deste residuo é

composto por aminoacidos polares e/ou carregados, como Arg, Gln e Thr.

*Energia total nesta Subse¢do representa a soma das energias eletrostatica e VDW, ou seja, a energia de
atomos nao ligados.
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Ser35Glu

Ser71Thr

A energia de VDW permanece a mesma para ambas, oscilando em torno de zero.
Portanto, a energia total é composta praticamente pela eletrostatica. Para 2VUL,
¢ observada que a energia eletrostéatica oscila para valores negativos altos.

O acido glutamico é um aminoacido carregado negativamente em contraste com a
serina, um aminoacido de cadeia curta e com um grupo hidroxila. Assim, a razao
da oscilacao da energia eletrostatica do acido glutamico reside na relativa ausén-
cia de impedimento estérico que este aminoacido de superficie possui, levando a
grande movimentacao de sua extremidade (composta por oxigénios carregados).
De fato, durante a simulacao sao observadas interacoes deste residuo com outros
proximos. Para valores de energia de cerca de -20 kcal /mol, observa-se que a car-
boxila de Glu3b estd proxima do nitrogénio de Asnlb, e para valores proximos a
-40 kcal/mol, esta interage com Arg38, formando ponte salina (Figura 32). Para
valores proximos de zero, a cadeia lateral esta entre esses dois estados, com a ex-
tremidade oxigenada apontando para fora, longe dos atomos de interagao (entre
6 e 9 A de distancia).

2VUL possui menor energia total de interagao, sendo a maior parte contribuicao

da energia eletrostatica. Serina e treonina sao aminoécidos semelhantes, pos-

suindo um grupo hidroxila e um carbono a mais na treonina.

Figura 32 — Energia varidvel de 2VUL é devido as variacoes das interagtes do acido

glutamico 35 com asparagina (a) e arginina (b).
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O aminoécido 35 é destacado tanto no MDT (como uma linha horizontal quente), quanto
na CCL individual. Aqui, vimos que este apresenta fortes interacoes com 2 aminoacidos adja-
centes, caracterizando um movimento oscilatorio entre esses dois estados (Figura 32). Tendo
em vista que o padrao de linhas quentes no MDT ¢ devido a energia inicial, a alta mobili-
dade de Glu3b justifica sua temperatura nos padroes de MDT, e as interacoes eletrostaticas
(inexistentes em 2VUJ) pode explicar a maior CCL deste residuo de 2VUL, encontrada na
Subsecao 3.3.3.

3.6.4 Ligacoes de hidrogénio

Ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de adgua e aminoacidos podem dar informacoes
como acessibilidade do solvente ou estabilizacao da estrutura através do mesmo. Como visto
anteriormente, a agua pode atuar como um dissipador térmico e conduzir o calor para fora da
cadeia proteica. Ou até mesmo, a dgua pode servir como importante fator estrutural, como
por exemplo, na proposi¢ao de que a retirada das aguas seria responsavel pelo aumento de
energia local em regides supostamente moveis. E relevante, entdo, analisar estruturalmente
as diferencas entre as ligacoes de hidrogénio entre a dgua e os residuos mutados para ambas
proteinas. A tabela 4 sumariza os valores médios e seus respectivos desvios para todas
simulagoes realizadas para 2VUJ e 2VUL em func¢ao do residuo observado.

Apesar do alto desvio relativo observado para cada simulacao, a média é condizente
entre as simulacoes. Normalmente na simulacao sao observadas entre 0 a 3 ligacoes de
hidrogénio entre o residuo e moléculas de dgua. O desvio padrao também apresenta valores
bem préximos, indicando que tanto a média quanto o desvio convergem.

Em 2VUJ, os residuos Tyrl8 e Gln34 fazem em média uma ligacdao de hidrogénio com
agua. Porém em 2VUL (residuos 18Phe e 34Leu) essa interagdo praticamente desaparece,
j& que as cadeias laterais de fenilalanina e leucina nao possuem aceptores ou doadores para
a ligacao de hidrogénio, além do que a cadeia principal nao possui acesso ao solvente. Em
contraposicao, na mutacao Thr13Phe, a cadeia lateral nao mostra influéncia no nimero de
ligagoes de hidrogénio, uma vez que é o oxigénio da cadeia principal que realiza interacoes
de hidrogénio, pois este é acessivel & dgua. De forma similar, em Ser71Thr, apesar de ambos
possuirem um grupo hidroxila, é o oxigénio da cadeia principal que acessa o solvente, e
portanto esta mutacao nao influencia muito no nimeros de de ligacoes de hidrogénio. Na
mutagao Ser9Pro, a serina possui dois sitios para ligacao de hidrogénio com a agua, enquanto
a prolina possui somente um, de forma que o valor observado desta ultima é praticamente
metade da primeira.

A interagdo mais interessante ¢ a do residuo de Ser35Glu. Em 2VUJ, a serina faz em
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média entre uma e duas interacoes de hidrogénio com a agua. Quando esta é substituida
para acido glutamico em 2VUL, a mesma regiao passa a formar por volta de 5 ligacoes. O
acido glutamico, com sua cadeia lateral longa e carregada, e com dois aceptores de hidrogénio,
fica livre se movimenta com alto grau de liberdade, como ja visto em 3.6.3. Como este estd
direcionado para o solvente, realiza frequentes interagoes com a agua. Este aminoécido foi
visto no ATD como bom difusor de calor e mais flexivel em sua estrutura, quando comparado
com a proteina nativa. Aqui, observa-se também que este pode fazer varias interacoes de

hidrogénio com a agua.



95

3.6.4 LigacGes de hidrogénio

ELOFLLO LLOFSO €80FG60 LLOFLSO 9L°0FT80 98°'0FCT'T  T6'0FST'T 98°0FT0O'T 98°0FE0'T 06°0F6I'T  IULILIS
99'TFL6Y 69 TF08F 99 TF6F 99 TF6I'GC T TFIT'G LOTFI9'T 90 TFOLT 90 TFFLT FOTFCOT GO TFLIT  TMIDGEDS
62°0F80°0 LZ0FLO0 LZOFLO0 9Z'0FLO0 8E0FCI0 96'0FST'T  F8'0F96'0 T6°0F00°T 98°0FS6°0 00 TFVET  NOTpeurD
9T'0FE00 8T'0FE00 LTOFE00 LT'0OFE00 0T 0FF00 €L0F98°0  LLOFTI6'0 TLOF06'0 T8'0FC0T €L0F680 OUJSTIAL
89°0FG90 LLOF6L0 S8O0FEOT FLOFFLO 660FIT'T 88°0F¥6'0  T6°0F00'T T6'0FL6'0 T6'0FSOT S6'0F0T'T  SIHPTUSY
I60FCET €6°0F0€T T60FIET €6°0F62T 16°0FSTT LO'TFSST  80'TFERT LOTFO06'T LOTFO6'T LOTFIS'T  SUJETIL
TL0F9L0 TLOF6LO0 €L0FIL0 TLOFSLO 0L0FLLO L6'0F6ET 86°0FLY'T S60FFFT L6OFFFT 860FCHT 016108
oedeny

i € e 1 0 i € é I 0 oedenuig

TAAT [NAZT

‘oeIped 01ASOD 0 @ TNAZ @ [NAZ o ordenuis eped eied odure) ou eIpow OMUYSOIPIY op S90eS1] op opepliuend) — § e[oqe],



96

3.6 Analises da simulacdo de equilibrio




97

Capitulo 4

Conclusoes

O ATD foi utilizado na tentativa de desvendar mecanismos de termoestabilidade dentro da
familia 11 de xilanases. Concluiu-se que as diferencas mais evidenter nos mapas de difu-
sao térmica foram resultantes das etapas anteriores as simulacoes de ATD. Ou seja, o que
diferenciou as proteinas nos MDTs, foram regides que apresentaram temperatura mais alta
possivelmente pelo processo de dessolvatacao e mudanca de temperatura. O objetivo prin-
cipal, que era observar possiveis diferencas na termoestabilidade através da difusao térmica
anisotropica, ficou em segundo plano quanto aos mapas, ja que somente foi vista a difusao
através de atomos préoximos. Porém, o MDT ainda se apresenta como uma metodologia para
diferenciar as proteinas, localizando e quantificando as regidoes mais sensiveis a processos de
relaxamento apresentados no método.

Possivelmente, as regioes que apresentaram maior energia inicial sao regioes de superficie,
com alta mobilidade e com uma grande contribuicao da dgua em sua estruturaciao. De fato,
analises de RMSD por residuo confirmam que as regides que apresentam-se quentes nos MDTs
em vAcuo sao regioes mais moveis. Através do principal sistema avaliado (estruturas 2VUJ e
2VUL), o MDT mostrou que diferentes regioes de estruturas muito parecidas se comportam
de maneira diferente quando submetidas pelos processos de ATD. Frente a essa sensibilidade
no MDT, comparacoes entre proteinas termoestiveis com sua homologa mesofilica apontaram
a regiao do cordao como uma possivel modificacao para o aumento da termoestabilidade. Por
si 86, o fato observado em que constata a regiao cordao maior na proteina hipertermoestavel
(e na proteina nativa) corrobora recentes estudos que apontam para a relevancia de regides
mais flexiveis em proteinas mais estéaveis (12).

Os MDTs em agua apresentaram-se semelhantes em todas as proteinas, jai que efeitos
de relaxamento nao foram observados neste caso*. Isso corrobora a hipotese de que regioes
com maiores valores de energia inicial formaram-se pela retirada das moléculas de agua.
Interessantemente, regioes semelhantes de todas as proteinas apresentaram-se mais frias nos
MDTs em agua. No relaxamento, essas regioes sao vistas como as que levam maior tempo
para se aquecerem e, na estrutura proteica, estao contidas principalmente no ntcleo e em
parte do sitio ativo. De fato, estas regioes se conservam entre proteinas de mesma familia, e

uma menor temperatura no mapa pode indicar um comportamento tipico para manter tanto

*analisados através dos graficos de ATD no tempo e de relaxamento
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o nucleo da estrutura quanto o sitio catalitico protegidos.

J& na contribuicao da cadeia lateral, a energia inicial de regioes obsevada no MDT nao
deve apresentar influéncia, ja que ¢ contabilizada a subtracao das respostas das estruturas, e
portanto, contribuicoes iniciais se anulam. Portanto, este experimento representa de melhor
forma a difusao anisotropica. Entretando, nao ficou claro o papel da contribui¢ao da CCL na
termoestabilidade, uma vez que somente dois residuos de sete mutacgoes entre 2VUJ e 2VUL
apresentaram distribuicoes nao sobrepostas. Como foram necessarias gerar distribuicoes para
melhor visualizagao dos dados, essa medida requereu uma maior amostragem, ou seja, uma
maior demanda computacional.

O comportamento de CCL de residuos de arginina confirmam resultados anteriores, no
qual estes apresentam-se como bons condutores térmicos (1). Este comportamento pode
estar relacionado com as caracteristicas estereoquimicas do aminoacido, ja que este possui
uma longa cadeia lateral carregada. Adicionalmente, apesar da relacao deste fato com a
termoestabilidade nao ter sido muito abordada, foi observado que a CCL de residuos de Arg
equivalentes em diferentes estruturas possuirem decrescentes CCL em funcao do aumento da
termoestabilidade, fato que pode ser explorado no futuro devido a relevancia destes residuos

neste fendomeno.

4.1 2VUJ e 2VUL

A regiao N-terminal das Xilanases da familia 11 é bastante estudada e considerada como uma
importante regido para a termoestabilidade (45, 46, 63), sendo apontada como uma regiao
de inicio de desnaturac¢do em estudos usando simulagoes de DM (49). Esta foi a regiao mais
destacada nas diferencas entre os MDTs, em especial na regiao das mutacoes GIn34Leu e
Ser35Glu. Em particular, o residuo Glu35 de 2VUL se destaca nas anélises da simulacao de
equilibrio: apresenta-se mais solvatado e realiza mais ligagoes de hidrogénio com a agua em
relacdo a Ser35 de 2VUJ. Ainda, através de andlises de energia, foi observado que esse acido
glutamico realiza um movimento oscilatorio, ora interagindo com uma asparagina, ora com
uma arginina e no meio tempo interage com a agua.

Apesar da mutacao Ser71Thr apresentar menor energia em 2VUL, o MDT nao se dife-
rencia para as duas proteinas nessa regiao. Experimentos em que somente essa mutacgao foi
introduzida em 2VUJ mostram que esta estrura apresenta a menor das 7, se comparada as
estruturas com apenas uma das outras seis mutacgoes, praticamente nao diferindo sua 7}, em
relagdo a estrutura nativa (76,8 °C e 76,2 °C, respectivamente) (65). Isto poderia indicar
uma mutacao nao tao importante para estabilidade térmica, mas possivelmente importante

para a atividade.



99

Um resultado um pouco isolado do assunto, mas nao irrelevante, foi o movimento de
abertura do polegar encontrado em uma de cinco simulacoes de 40 ns para ambas as proteinas.
De fato, esse movimento ja foi observado e acredita-se ser o mecanismo responsavel para a

entrada do xilano no sitio catalitico e saida do produto (79).

4.2 Sugestoes

A metodologia aqui utilizada j& foi empregada na confirmagao e vizualizacao de sinalizacao
intramolecular proteica, na descoberta de que argininas e outros aminoacidos que sao bons
condutores de calor tem uma importancia para a atividade das proteinas TRa e TR (1), e
agora foi relacionado & termoestabilidade e estrutura em xilanases. Partindo de um conjuto
inicial de estruturas para constituir a amostragem, este método demanda relativamente pouco
tempo conputacional. De um principio simples, o método ainda possui um grande potencial
para ser aplicado a outras situagoes. Em geral, mecanismos protéicos que estejam ligados a
algum estimulo energético ou que sejam de carater anisotropicos sao potenciais alvos. Por
exemplo, proteinas alostéricas e suas modificacoes estruturais. Em particular a esse sistema,

algumas sugestoes sao listadas abaixo.

e Para o ATD em &agua, outro solvente com menor capacidade térmica pode ser testado,
com a idéia de que a difusao para o solvente nao seja tao intensa, possibilitando observar
a difusao para proteina juntamente a um fator dissipativo. Somente aumentar o tempo
de simulacdo do ATD talvez nao seja a solucao, pois no ATD em funcao do tempo foi
visto que, no dobro do tempo, a estrutura em agua se aquece mais rapido como um

todo, aumentando o ruido da medida.

e Ao invés de 2 fs, utilizar 1 fs como o tempo de integragao, para adicionar ao resultado
a vibracao do atomo de hidrogénio, analisando assim essa contribuicao na fluéncia do

calor. Entretanto, isso também aumentaria o tempo computacional.

e Fazer o aquecimento do ligante e monitorar a resposta de toda proteina para assim ter
uma idéia de difusao térmica relacionada ao sitio catalitico, ou mesmo a atividade da
proteina termoestavel. Essa idéia pode se estender a outros sistemas. Possivelmente,
este experimento obtenha informacoes de aminoédcidos importantes para funcao, ja
que tanto a difusdo de calor em proteinas quanto a interacao proteina-ligante estao

relacionadas com as interagoes intermoleculares.

e Desenvolver melhor a idéia das regides instaveis na retirada de dgua, pois através deste
que foi possivel notar diferencas entre as proteinas. De primeira anélise, parece razoa-

vel regioes de proteinas termoestaveis apresentarem-se mais passiveis a este estimulo,
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como discutido na Subsecao 3.1.2 - Mesofilica versus termofilicas. Testes experimentais
de estabilidade térmica da proteina 1XNB com a regiao do cordao modificada podem
ser realizados no intuito de confirmar a hipotese. Por fim, o melhor desenvolvimento
do método pode direcionar ao desenvolvimento racional de proteinas para termoesta-
bilidade, usando como premissa a comparacao entre estruturas similares de diferente

estabilidades térmicas.
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