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Resumo

No ambiente intracelular algumas pequenas moléculas, comumente chamadas de
osmolitos, contribuem para a estabilizacao de proteinas, quando estas sao submetidas a
estresse quimico e fisico. Compreender a natureza das interacdes destes osmolitos com
proteinas pode ajudar no desenvolvimento de novos solventes e aumentar a
estabilidade proteica visando aplicagdes biotecnoldgicas. Neste trabalho, usaremos
como ferramenta de estudo simulagdes de Dinamica Molecular para avaliar a dindmica
de solvatacdo, além de acoplar o método ABF (Adaptive Biasing Force) para estudar a
acessibilidade do substrato ao sitio catalitico da enzima BCL (Burkholderia cepacia
lipase), tanto na presenca de sorbitol aquoso, quanto da proteina disposta em interfaces
agua/octano e agua/éster metilico. Os resultados mostram que as interacdes dos
solventes com os residuos de aminoacidos da superficie proteica sao altamente
dependentes das caracteristicas dos atomos que compdem ambos solventes e proteina, e
do volume ocupado pelo sorbitol nas camadas de solvatacdo da BCL, sendo representado
por um sistema dindmico e altamente competitivo. A aplicacdo das integrais KB
(Kirkwood-Buff Integrals) revelou que a protonacao de Asp/Glu afeta o volume de agua e
uréia na primeira camada de solvatacdo, deslocando uréia da primeira para as camadas
mais externas. Sugerimos que o efeito desnaturante induzido por uréia em pH acido
deve ter suas origens em duas explicacdes: grande acimulo de uréia na superficie
proteica, mesmo com perda relativa com a protonacdo de Asp/Glu, e aumento da
afinidade do desnaturante pelo backbone protéico. A respeito do carater estabilizante do
sorbitol e relacao com a eficiéncia catalitica da enzima BCL, os resultados apresentados
mostram que este comportamento pode ser explicado pela conformacao
preferecialmente aberta do sitio catalitico da proteina, de acordo com as variagdes de
energia livre entre as conformagdes fechada<>aberta obtidas pelo método ABF. Neste
caso, o estabilizante diminuiu significativamente as energias livres associadas as

estruturas abertas (distanciamento das a-hélices 5 e 9). Estruturalmente, o osmdlito
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sorbitol age diretamente no mecanismo de abertura do dominio catalitico, via
impedimento estérico das conformacdes fechadas. Acompanhamos a orientacdo da
enzima nas interfaces, que ocorreu em ~75 ns, sendo um processo termodinamicamente
e cinéticamente favoravel, possivel de ser acompanhado por simulagbes MD. A
orientacdo também foi acompanhada pela aproximacado dos residuos da triade catalitica
(Serg7-Aspze4-His2g6) com as moléculas de ambas as camadas hidrofébicas (otano e éster
metilico do acido caprilico), com implicagdes claras na acessibilidade do substrato. Com
a proteina orientada e estabilizada na interface, aplicamos o método ABF e calculamos
os perfis de AGfechadacsaberta €m solugdo aquosa e nas interfaces. Os resultados deixam
claro que as estruturas abertas sao estabilizadas pelas interfaces e que isto pode ser
devido aos dominios U1l e U2 serem hidrofébicos, fato que possibilita a entrada de
solvente organico no bolsdo catalitico, impedindo a aproximacdo das a-hélices 5 e 9 com
fechamento de sitio catalitico. Espera-se que os resultados apresentados nesta tese
auxiliem tanto no entendimento da dindmica de solvata¢do de proteinas pelos osmélitos
sorbitol e uréia quanto na orientacao da enzima BCL em diferentes interfaces, dispondo
informacdes sobre a acessibilidade do substrato ao sitio catalitico, informacao util para

uso racional em aplicacdes biotecnoldgicas.
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Abstract

In the intracellular environment, certain small molecules commonly called osmolytes,
contribute to the stabilization of proteins when these are submitted to chemical and
physical stress. Understanding the nature of the interactions of these osmolytes with
proteins can help in the development of new solvents and increase protein stability for
biotechnological applications. In this work, we will use a Molecular Dynamics simulation
as a tool study to evaluate the solvation dynamics, in addition to using the ABF
(Adaptive Biasing Force) method to study the accessibility of the substrate to the
catalytic site of the BCL (Burkholderiacepacia lipase) enzyme, both in the presence of
aqueous sorbitol and of the protein prepared in water/octane and water/methyl ester
interfaces. The results show that the interactions of the solvents with the amino acid
residues of the protein surface are highly dependent on the characteristics of the atoms
making up both solvent and protein, and of the volume occupied by the sorbitol in the
BCL solvation layers, being represented by a dynamic and highly-competitive system.
The application of the KB (Kirkwood-Buff) integrals revealed that the protonation of
Asp/Glu affects the volume of water and urea in the first solvation layer, displacing urea
from the first to the outer layers. We suggest that the denaturant effect induced by urea
at an acid pH must have its origins in two explanations: a large accumulation of urea on
the protein surface, even with a relative loss with the protonation of Asp/GLU, and an
increased affinity of the denaturant for the protein backbone. With respect to the nature
of the stabilizer sorbitol and the relation with the catalytic efficiency of the BCL enzyme,
the results show that this behavior can be explained by the preferably open
conformation of the protein's catalytic site according to the free energy variations
between the closed<>opened conformation obtained through the ABF method. In this
case, the stabilizer significantly decreased the free energies associated with open
structures (distancing of the a-helices 5 and 9). Structurally, the osmolyte sorbitol acts

directly on the opening mechanism of the catalytic domain through the steric hindrance
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of closed conformations. We monitored the orientation of the enzyme at the interfaces,
which occurred in ~75 ns, being a thermodynamically and kinetically favorable process
that can be monitored through MD simulations. The orientation was also monitored by
the approximation of residues of the catalytic triad (SERs7-Asp2es-His2gs) with the
molecules of both hydrophobic layers (otane and caprylic acid methyl ester), with clear
implications for the accessibility of the substrate. With the protein oriented and
stabilized in the interface, we applied the ABF method and calculated the AGciosedesopen
profiles in an aqueous solution and in the interfaces. The results make it clear that the
open structures are stabilized by the interfaces and that this may be due to the fact that
the domains U1l and U2 are hydrophobic, which allows for the entry of an organic
solvent in the catalytic pocket, preventing the approximation of the a-helices 5 and 9
with the closure of the catalytic site. The results presented in this thesis are expected to
assist in the understanding of the solvation dynamics of proteins by the osmolytes
sorbitol and urea regarding the orientation of the BCL enzyme in different interfaces,
and providing information on the accessibility of the substrate to the catalytic site,

useful information for rational use in biotechnological applications.
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interfaces com agua. Octano e CAME (Caprylic Acid Methyl ESter).........ccccccevevvenvuvecueannnn. 136
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Figura 5. 3 Orientacdo da enzima BCL nas interfaces agua/CAME e agua/octano. O
angulo de rotacdo é definido como o angulo entre o vetor normal a interface e
apontando para a fase aquosa (cinza), e o vetor (vermelho) centrado no sitio ativo
(amarelo). Com tais definicbes, a configuracdao inicial apresenta estes vetores
aproximadamente ortogonais entre si, sendo que a sua colinearidade indica que a
abertura do sitio ativo esta orientada para a fase organica. (A) Angulo de rotagdo medido
no tempo de simulagdo. (B) Taxa de rotagao, ou seja, velocidade angular de rotagdo do
angulo 6, em funcdo do tempo de simulacdo. Ambos os graficos mostram que a
estabilidade das orientagdes é obtida antes de 100 ns de simulacao, com a abertura do

sitio ativo orientada para a fase OrganiCa. ........cccervverieiiniieniceceseee e 140

Figura 5. 4 Miscibilidade das duas fases, solvatacdo proteica e orientacdo da enzima nas
interfaces. (A) Agua (ciano) é parcialmente soltvel na fase do ester metilico (vermelho).
A interface é, portanto, espessa e pouco particionada, fato que torna a enzima BCL
significativamente solvatada por ambos os solventes. (B) A interface composta por agua
(ciano) e octano (roxo) é estreita e bem definida, devido a imiscibilidade dos
componentes. A enzima BCL interage com a fase de octano apenas superficialmente,
porém precisamente orientada para expor a abertura do sitio catalitico para a fase
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Figura 5. 5 Entrada dos solventes na abertura do sitio catalitico da enzima BCL, levando

a interagoes diretas com a triade catalitica. (A) octano e (B) CAME. .......ccccccevvvievviveenee 143

Figura 5. 6 Andlises conformacionais da enzima BCL nas interfaces: (A) raio de giro, (B)
fracdo de contatos nativos; (C) RMSD em func¢do do tempo de simulacdo. Na interface
agua/CAME a enzima € mais estavel, enquanto que na interface agua/octano
aparentemente ha uma pequena alteracdo estrutral comparativamente a estrutura
proteica em agua. As linhas azuis e as sombras em ciano representam a média e desvio
padrdo para cada uma das propriedades observadas previamente em simulagdes da BCL
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Figura 5. 7 Flutuagdes estruturais dos residuos da enzima BCL em fung¢do do tempo, de
acordo com o RMSD dos atomos Co em relagdo a estrutura inicial da simulagdo. (A)
interface agua/octano. (B) interface agua/CAME. Claramente, as mesmas regides de
altos desvios sao observadas em ambas as interfaces (residuos 15-30; 120-160; 220-

270), porém com deslocamentos maiores observados na interface com octano............ 145

Figura 5. 8 Exposicdo do bolsdo catalitico, representada pela distdncia entre os
dompinios U1 e U2 da enzima BCL apds a interagcdo com a fase organica. (A) Distancias
entre os atmos de Ca dos residuos Phe142 (dompinio U1) e Gly250 (dominio U2), em
funcdo do tempo de simulacdo, indicando aumento na abertura catalitica apds a
reorientacdo da proteina (~75 ns). (B) e (C) distribui¢cdes das distancias nas interfaces
com octano e CAME, respectivamente, mostrando que o distanciamento dos dominios é
maior na interface agua/octano. A linha vertical azul (~22 A) indica a distancia

associada a forma aberta da enzima em AgUa PUTA.........cecuereerieriierieninirenienreere e 146

Figura 5. 9 Perfis de energia livre da abertura do bolsdo catalitico da enzima BCL em
agua e em interfaces com octano e CAME. As menores energias livres das formas abertas
da enzima nas interfaces resultam da penetracdo das moléculas organicas dentro dos
dominios U1 e U2, que impedem o retorno para o estado fechado. Nao somente a forma
aberta da enzima se torna mais estavel nas interfaces, como a barreira de energia livre
associada a transicdo que existe em agua é eliminada. A convergéncia dos perfis de
energia livre foi definida pela comparacado dos valores obtidos nos passos crescentes da
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Figura 5. 10 Mecanismo de ativacdo da enzima BCL em interfaces dgua/solventes
organicos: a enzima é partialmente ativa em agua, podendo ser encontrada nos estados
aberto ou fechado com igual probabilidade. Quando a proteina atinge a interface,
rapidamente ela se reorienta para expor os dominios Ul e U2 para a fase organica.
Finalmente, a abertura do bolsdo catalitico se torna altamente favoravel do ponto de
vista da termodinamica, e expde a triade catalitica para o substrato ou solucdo de
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Proteinas possuem diversas fun¢des dentro de organismos vivos, dentre as
quais se destacam o papel desempenhado pelas enzimas. Estas macromoléculas sdo
responsaveis por promoverem catalise de diversas rea¢des bioquimicas, que dependem
essencialmente das propriedades da enzima, do substrato alvo e do meio ambiente em
que a enzima se encontra. Triacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas importantes
para uma gama enorme de reagdes bioquimicas devido a alta especificidade e eficiéncia
catalitica. Também tém papel de destaque em diferentes campos industriais, tais como
produtos quimicos, produtos farmacéuticos, alimentos e biocombustiveis.l2 Em
condi¢des apropriadas lipases podem catalisar a hidrolise de o6leos e gorduras
(compostos essencialmente de triacilglicero6is) e algumas reagdes quimicas especificas
como esterificacdo, interesterificacdo, alcodlise, e aciddlise, desempenhando papel

importante na industria biotecnolégica.2-*

Devido ao potencial de aplicacao industrial de proteinas, muitos métodos tém
sido desenvolvidos tanto para aumentar a estabilidade quanto otimizar a atividade
catalitica. Algumas destas estratégias sdo a derivatizacao de aminoacidos, mutagénese e
uso de cosolventes como aditivos.>7 O uso de cosolventes possui algumas vantagens
como baixos custo e complexidade técnica, quando comparado com métodos de

modificacdo de proteinas, levando a aplicagdes praticas mais viaveis.8

1.1. Descricdo da enzima BCL (Burkholderia cepacia lipase)

1.1.1. Obtencao e aplicacdo da proteina

Lipases podem ser obtidas de diferentes fontes bioldgicas, tais como animais,
vegetais e microorganismos. No entanto, algumas caracteristicas fazem com que as

enzimas microbianas sejam mais utilizadas, como: altos rendimentos de obtenc¢dao da
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enzima; manipulacdo genética facilitada; menor interferéncia da sazonalidade no
desenvolvimento; crescimento relativamente rapido dos organismos e condigdes

econdmicas mais viaveis.?

A enzima BCL ¢é extraida da bactéria Burkholderia cepacia. Este
micoorganismo é patogénico, gram-negativa, oportunista em pessoas com sistema
respiratorio debilitado. Porém, praticamente inofensiva para pessoas saudaveis.’ Esta
bactéria foi descoberta na década de 1950 por W.H. Burkholder, quem identificou o
microorganismo responsavel pela deterioracao de cebolas.1® Até a década de 1990 esta
bactéria era designinada como Pseudomonas cepacia. No entanto, estudos de taxonomia
envolvendo RNA, estabeleu um novo género para o microorganismo. Na ocasido, o

cientista que o descobriu foi elegantemente homenageado.11

A producgdo de lipases, e de enzimas de uma forma geral, em proporg¢des
industriais é realizada principalmente por fermentacdo submersa, de forma que os
nutrientes necessarios para o cresimento do microorganismo ficam solubilizados em
fase liquida. Todo o processo € realizado em biorreatores com diferentes capacidades
de producao, de 10 a 100 mil litros, produzindo, principalmente, de forma descontinua
por batelada em tempos que variam de um dia até uma semana. Estes biorreatores sdao
dotados de sistemas de aquecimento e resfriamento, possibilitando o controle de
temperatura, além de outras variaveis ambientais como, pH e concentra¢do de oxigénio

dissolvido.12

A lipase da enzima BCL também pode ser produzida por fermentagdo em
estado sélido, como mostrado previamente por T.F.C. Salum e colaboradores. Com

possibilidade de obtencado de biodiesel em reatores de leito fixo.13

Outras aplicagcdes da enzima BCL evolvem seu uso como biocatalisador na
industria de alimentos, formulacdes de detergentes, e sintese de compostos quimicos
enantiosseletivos.141> De forma analoga as lipases de modo geral, a BCL catalisa reacdes
de hidrélise, 1617 sintese enantiosseletiva de alcodis,!8 e transesterificagio com ampla

aplica¢do na producao de biodiesel.1?
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1.1.2. Caracteristicas estruturais e conformacionais

As lipases possuem grande variacdo de tamanho, mas possuem similaridade
sequencial nas proximidades dos residuos que compdem o sitio catalitico. Além disso, é
encontrado um padrido em suas estruturas tridimensionais, um nicleo comum entre
lipases denominado enovelamento o/B-hidrolase (o/B-hydrolase fold).20 Este
enovelamento é composto essencialmente por oito -folhas e seis a-hélices, que abriga a
triade catalitica ([Ser/Asp/Cys]-His-[Asp/Glu]). O residuo de Serina é sempre

encontrado em um “cotovelo” no centro da enzima entre uma B-fita e uma a-hélice.?!

A enzima BCL é frequentemente dividida em trés partes, dois dominios
pequenos (Ul e U2) e um grande dominio (C), que compdem o volume total desta
proteina (~30Ax~40Ax~504). 0 dominio C é composto pelos residuos: 1-117, 167-214
e 262-320. A combinacdo destes residuos forma uma B-folha central composta pelas 3-
fitas 1-6. Também compdem este dominio seis a-hélices (ol e all; a2, a3, a7 e al10). Os
dominios menores sao formados da seguinte maneira: Ul (residuos 118-166) abriga
trés a-hélices (a4, a5 e a6); U2 (residuos 215-261) composto por duas B-fitas
antiparalelas, f-hairpin (B3 e f4) e duas a-hélices (a8 e 09).2122 Além disso, um ion Ca?*
estd presente na estrutura, ligando o dominio U2 ao dominio C. A Figura 1.1 mostra a
distribuicao das estruturas secundarias da enzima BCL e sua forma tridimensional, com

destaque para a triade catalitica formada por Serg7, Asp2e4 € His2ge.3

A estrutura proteica utilizada nesta tese foi obtida no banco de dados PDB
(Protein Data Bank),%3 co6digo identificador 1YS1. Esta proteina foi resolvida por
cristalografia de raio-X, resolucio de 1,10 A. A proteina apresenta 19 mutacdes nos seus
residuos de aminodacidos (A2D, G3N, S18T, N40R, S92T, D125G, S137T, H154N, Q165K,
R171Q, L218I, F221G, L2321, V2404, L243P, 1256V, L266V, K276Q, Y300N).
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Figura 1. 1 (A) Diagrama topolégico da enzima BCL mostrando as suas estruturas
secundarias: B-fitas (flechas), a-hélices e 310-hélices (retangulos). Os circulos verdes
destacam os residuos que compdem o sitio catalitico (Sers7, Aspzs4 e Hiszse). (B) Visao
ampla da enzima mostrando o dominio C (verde), dominio Ul (azul) e dominio U2
(roxo). Figura adaptada.2! A BCL possui 320 aminoacidos e massa molecular de 33128

Da. O ion Ca?* esta destacado em vermelho.
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Os dominios U1 e U2 abrigam estruturas que desempenham papel crucial na
atividade catalitica da enzima BCL, especificamente as a-hélices 5 e 9. Estas duas hélices
estdo diretamente relacionadas com a abertura do sitio catalitico. Na situa¢do aberta as
duas hélices se distanciam expondo os residuos Serg7-Aspzes-Hiszgs ao substrato,
levando a reagao catalitica de interesse (Figura 1.2).3 Fatores que alteram o equilibrio de
abertura/fechamento deste subdominio devem ter implicagdes diretas na eficiéncia
catalitica. Alguns estudos mostram que este processo de abertura pode ser induzido em
ambiente essencialmente apolar ou em interfaces entre as fases apolar/aquosa.?42> Este
mecanismo é bem interessante, principalmente considerando o substrato alvo apolar

desta enzima, sendo investigado nos capitulos 4 e 5 desta tese.

Outro aspecto imoprtante que pode ser explorado, considerando a orientacdo
em interfaces, é o mecanismo de dissociacdo do substrato para dentro do bolsdo
catalitico. Além, é claro, da dissociagdo do produto do sitio catalitico para a solucgao.
Nestes casos, as propriedades hidrofilicas das moléculas (nas formas de substratos e
produtos) devem influenciar na migracao destas moléculas paras as fases organicas ou
aquaosas. Estes mecanismos de dissociacao ndo serao abordados nesta tese, mas ficarao

como perspectivas para futuros trabalhos.
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(A)

Mecanismo
abertura/fechamento
do sitio catalitico

Figura 1. 2 (A) Abertura do sitio catalitico definido pelo afastamento das a-hélices 5 e 9
da enzima BCL. (B) Passos de simulacao MD mostrando a exposicado do sitio catalitico em

solvente apolar tolueno. Figura adaptada.z4
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1.2. Solvatacdo de proteinas por osmolitos estabilizantes vs.

desestabilizantes

A catdlise enzimdatica pode ser fortemente influenciada pelas condig¢des
ambientais em que a proteina se encontra. Perturbacdes fisicas e quimicas como
temperatura, pH do meio reacional, concentragdo de sais e presenca de co-solventes
podem levar tanto a diminuicdo quanto ao aumento da atividade catalitica.26 Neste
sentido, cada enzima deve possuir maxima taxa de conversdo num conjunto proprio

destas variaveis ambientais.

Alguns compostos curiosamente exercem papel importante tanto no
processo catalitico, quanto na estabilizagdo de proteinas. Estes compostos sao
agrupados de forma geral em duas classes e sdo comumente chamados de osmdlitos,
compostos organicos de pequena massa molecular. (I) osmolitos estabilizantes: este
subgrupo é dividido em polidis (sorbitol, trehalose, glicerol, outros), metilaminas
(TMAO-trimethylamine N-oxide, sarcosina) e derivados de aminoacidos (prolina, taurina,
outros); (II) osmolitos desestabilizantes: subgrupo composto por uréia e GdnHCI
(guanidine hydrochloride).?” Alguns exemplos de osmolitos sdo apresentados na Figura

1.3.
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Figura 1. 3 Alguns dos osmodlitos, divididos em duas classes dependendo do papel
exercido na atividade catalitica e carater protetivo de proteinas. Mais compostos e a

ocorréncia de cada um podem ser obtidos em publica¢des anteriores.28-30

Os osmolitos que possuem carater protetivo conseguem manter as fungoes e
estruturas de proteinas mesmo quando estas sdo submetidas a estresse por agentes
quimicos ou fisicos, protegendo-as da desnaturacdo.3132 Tratando especificamente de
polidis, diversos trabalhos na literatura verificaram a influéncia direta destes compostos
na estabilidade proteica e atividade enzimatica.l® Por outro lado, parece existir uma
concentracdo ideal de polidis para atuarem como estabilizantes, sendo ultrapassado este
limiar seu efeito passa a ser deletério, como relatado para trehalose.?® Os tipos de
osmolitos, bem como suas concentracdes ideais, tém sido selecionados pela natureza
durante o processo evolutivo. Organismos usam este efeito de protecao e adaptam-se a
ambientes hostis, prevenindo a desnaturacdo proteica e mantendo suas funcdes
bioldgicas.2733 Neste sentido, entender como estes compostos agem na estabiliza¢do
proteica contribui em dois aspectos: (I) compreender a adaptacao evolutiva dos
organismos vivos através do mecanismo molecular envolvido; (II) fornecer informacgdes
para processos biotecnologicos que buscam o desenvolvimento de novos osmolitos e

enzimas.
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O carater desnaturante da uréia também tem sido amplamente discutido na
literatura, com diversas sugestdes sobre seu mecanismo de acao. 0 efeito
desestabilizante pode ser devido as interacdes diretas com o backbone das proteinas,
levando a perturbag¢des nas interacdes intermoleculares dos residuos, principalmente
ligagdes de hidrogénio, com efeito direto na perda das estruturas secundarias.34
Trabalhos realizados com pequenos peptideos tém mostrado que a uréia pode interagir
fortemente com residuos polares levando a estabilizacdo de conformacées do estado
inativo. Esta molécula também pode alterar a estrutura e dinamica de solvatagdo das
moléculas de dgua com o peptideo.3> Por outro lado, os osmolitos estabilizantes detém
propriedades protetoras contra agentes quimicos desnaturantes, tal como a uréia. Isto
foi demonstrado recentemente por Rani e Venkatesu que estudaram a estabilidade e
atividade de uma proteina com importancia médica devido a sua atividade anti-
inflamatdria, a enzima BM (stem bromelaim), em solucdo aquosa de varios osmolitos
estabilizantes (glicerol, sorbitol, sacarose e trehalose) na presenca de desnaturantes
quimicos (uréia e GdnHCI).3¢ Existem algumas sugestdes para este mecanismo, por
exemplo, pela exclusdo direta de moléculas de uréia da superficie proteica, ou pelo efeito
indireto via estabilizacdo de moléculas de agua.2?37 Estes modelos tentam explicar de
maneira simplificada quais sdo as perturbac¢des sofridas pelos solventes e como isso

altera a dinamica de solvatacao de proteinas por estes osmolitos.38

Os mecanismos estabilizantes/desestabilizantes dos osmolitos sdo
comumente explicados levando em conta as interacdes favoraveis com a superficie da
proteina. Se o osmolito apresenta caracteristicas desnaturantes, este deve ser
fortemente atraido para a superficie proteica e, caso seja um osmolito protetivo, o
comportameto contrario deve ser observado. Como consequéncia da afinidade do
osmolito pela superficie proteica, ocorre acdimulo ou exclusdao de agua das primeiras
camadas de hidratacdo.3739 Esta dinamica de solvatacdo é frequentemente lembrada
quando se discute resultados experimentais embasados no microambiente molecular,3?

como mostrado genericamente na Figura 1.4.
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poliol

Ligacdo preferencial com o osmolito Exclusao do osmélito da superficie
Exclusdo de agua da superficie Hidratagdo preferencial

Figura 1. 4 Modelo sugerindo como a solvatacdo por osmdlitos deve ocorrer na
superficie de proteinas. Na desnaturacdo, a uréia deve interagir preferencialmente com
a superficie da proteina, excluindo agua. No caso protetivo, o poliol é excluido da

superficie da proteina. Figura adaptada.3®

O modelo apresentado na Figura 1.4 é o primeiro passo para compreender os
processos de estabilizacdo e desnaturacdo envolvendo osmolitos, pois estamos
analisando somente as conformacgdes enoveladas da proteina. Se considerarmos que a
uréia liga-se fortemente aos residuos superficiais, portanto mais expostos da proteina,
este desnaturante deve estabilizar as estruturas de maior area superficial, ou seja, as
estruturas desnoveladas. Por outro lado, se o osmoélito ndo estabiliza as conformacgdes de
maiores areas superficiais, a proteina mantem-se no estado enovelado e, portanto, trata-
se de um osmdlito estabilizante, 334041 conforme modelo apresentado na Figura 1.5.

Nestes casos, os osmolitos agem alterando as energias livres principalmente dos estados
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desnovelados: (I) dificultando o acesso a estes estados (estabilizante) ou (II) facilitando

a acessibilidade destes estados (desestabilizante).

Figura 1. 5 Modelo de acdo dos osmolitos considerando as variacdes de energia livre
entre os estados nativo (N) e desnovelados (D). Estes compostos agem principalmente

alterando as energias dos estados desnovelados. Figura adaptada.3341

1.3. Simulacées de Dinamica Molecular: conceitos e aplicacao no

estudo da solvatacdo de proteinas

Simulacdes de Dindmica Molecular (MD do inglés Molecular Dynamics) sao
utilizadas para estudar como um dado sistema molecular evolui com o tempo,
considerando as interagdes entre as particulas do ponto de vista da Mecanica Classica.

Para realizar os calculos de MD é preciso conhecer as coordenadas e velocidades
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iniciais dos atomos, seus potenciais de interacdo (intra e inter-moleculares) e as

equacoes de movimento classicas.

Existem disponiveis diversos potenciais classicos para a realizacdo das
simulacdes MD, cada um com uma composicao prépria sobre as equacdes que fornecem
o potencial resultante. Desta forma, diferentes Campos de Forca, que é a combinacdo da
forma funcional com o conjunto dos arquivos de parametros de potenciais e topologia,
podem ser utilizados para realizar as simulagcdoes MD, como CHARMM,4243 QPLS,44
GROMOS*> e AMBER.#¢ Estes Campos de Forca possuem func¢des de energia potencial
similares a da Equac¢do 1.1. Nesta equacao, V;,;,; € uma soma dos potenciais intra e
intermoleculares, como: ligacdes covalentes (12 termo); angulos, formados por trés
atomos adjacentes e ligados covalentemente (22 termo); tor¢des diedrais, para um
conjunto de quatro atomos (32 termo); potenciais de Lennard-Jones, para pares de
atomos que interagem por forcas de Van der Walls (42 termo); e potencial eletrostatico,

que descreve as interacdes entre atomos carregados (52 termo).

1 1 1
Viewat = 5 ) o =102 +5 > ko (6= 002 +3 ) Ky [1+ cos(nes = )]

lig ang died

12 6
+ Z geg |(22) —(Z5) |4 ) T4 Eq.1.1
Y Tl‘]‘ rij 47T80Ti' 1

pares pares ]

Na Equacdo 1.1 os seguintes parametros devem ser definidos: k;,, 1y, kg, 69,

ke, n, v, €;, 04, qi, q;- Tais parametros podem ser obtidos por métodos experimentais ou

iy

calculos quanticos e faz parte do processo de parametrizacao molecular.

Outras contribuicées podem ser adicionadas ao calculo de V,,;, através de
termos como os potenciais de Urey-Bradley e angulos improprios. Portanto, V;,:q €

composto pelos potenciais que descrevem as interacdes intra-moleculares (ligagoes,
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angulos e diedros, além de Urey-Bradley e impréprios) e inter-moleculares (Lennard-

Jones e Coulomb), mostradas na Figura 1.6.

Estiramento Ligagdes . Deformagdo Diedral
i j Deformagdo Angular
D 4
«—> i k
) . '\e/v Potenciais
Diedros Improprios Intramoleculares
Potencial Urey-Bradley
J
W
I'us
Potencial Lennard-Jones ~ | | Lennard-Jones
Potencial Eletrostdtico = .
g Potenciais
i i ) \/f rij Intermoleculares
R LY R, n?
1 '\
R Eletrostdtico
r ij

Figura 1. 6 Desenho representativo dos parametros geométricos que definem os
potenciais de intera¢des intra e intermoleculares dos campos de for¢a utilizados em

simulacdes de Dinamica Molecular.

As coordenadas iniciais dos d&tomos para proteinas podem ser obtidas pelo
banco de dados PDB (Protein Data Bank),?3 por exemplo. Os demais componentes como
solventes e contra-ions podem ser adicionados randomicamente na caixa de simulacao.
O inicio da simulacdo se da pela definicdo das velocidades iniciais dos atomos que
compdem o sistema, estas velocidades podem ser zero ou mais comumente atribuidas
de acordo com a distribuicdo de probabilidades de Maxwell-Boltzmann, com a energia
cinética do sistema correspondendo a temperatura termodindmica. Cada componente

da velocidade segue a distribuicao descrita na Equacdo 1.2:
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m \1/2 1 mv?
) exp

Pwel) = (anBT _E_kBT Eq.1.2

Onde: py,) € a probabilidade do atomo de massa m na temperatura T ter velocidade v.

Com os parametros do Campo de Forc¢a, posi¢cdes e velocidades iniciais
definidos, as trajetérias podem ser obtidas por integracdo numérica das equacgdes
diferenciais de movimento. Ou seja, devem-se determinar as posi¢coes e velocidades em
um passo seguinte (t + At), isto é feito através do método de diferencas finitas, com as
posi¢cdes seguintes sendo calculadas por expansdes de Taylor. Os programas de
simulacdo MD usam geralmente algoritmos de Verlet,*” ou variacoes deste como
Velocity-Verlet, implementado no NAMD.#8 De modo geral, estes algoritmos calculam as
interagdes entre os atomos considerando suas posi¢oes e as forcas que atuam em cada
atomo. A forca que atua em cada atomo é calculada pelo gradiente do potencial
Fi(t) = -VVs). Desta forma, usando a segunda Lei de Newton, a aceleragdo de cada
atomo também é calculada: Fi(t) = -VV(;; = m;a;(t), ondem; é a massa do atomo i.
Depois do calculo da aceleracdo, a velocidade de cada atomo no instante (t + At) deve
ser calculada. Obtendo-se as velocidades em (t + At), as novas posicdes podem ser
calculadas. Com as novas posi¢des definidas, o programa recalcula os potenciais de
interacdo, seguido do calculo de forga, aceleracdo, velocidade e novas posicoes. Estes
ciclos correspondem a trajetéria da simulacdo e descrevem a evolugdo temporal do

sistema molecular.

Especificamente, o algoritimo Velocity-Verlet calcula as novas posi¢coes

utilizando expansdes de Taylor de segunda ordem, como mostrado na Equacao 1.3.

a(t)At?

x(t+At) = x(t) + v(t)At + >

Eq.1.3
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A obtencdo da velocidade posterior em (t + At) é realizada de acordo com a
velocidade no instatnte (t) e pelo cadlculo da média das aceleragdes nos instantes (t) e

(t + At), mostrado na Equacao 1.4.

a(t)At N a(t + At)At

v(t+At) =v(t) + > >

Eq.1.4

Neste caso, para o calculo da velocidade em (t + At) as aceleragdes nos
instantes (t) e (t + At) devem ser obtidas. O que o algoritmo faz é armazenar um vetor de
velocidade por passo de simulagdo. Primeiramente, as acelaragdes sdo determinadas
calculando-se as forgas no instante (t). Posteriormente, as velocidades sdo calculadas em

um instante intermediario (t + At/2), de acordo com a Equacdo 1.5.
At
v(t+At/2) = v(t) +?a(t) Eq.1.5

0 algoritmo utiliza o valor da velocidade calculado em (t + At/2) para obter as

novas posicoes no instante desejado (t + At), conforme mostrado na Equacao 1.6.
x(t +At) = x(t) + v(t + At/2)At Eq.1.6

Com as novas posi¢des determinadas, o algoritmo consegue aplicar o campo
de forca e determinar novas forcas em (t + At). Consequentemente possibilita o calculo
da velocidade em (t + At), mostrado na Equacao 1.7, finalizando um ciclo dentro da

Dindmica Molecular.
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At
v(t+At) =v(t+ At/2) + 7a(t + At) Eq.1.4

Simulacdo MD é uma técnica ideal para buscar informacgdes a respeito da
distribuicio do solvente em torno de proteinas e testar as hipoteses descritas
anteriormente. Sabemos, por estudos prévios, que a solvatacdo de lipases pode ocorrer
de forma bem heterogénea quando submetida a uma mistura de solventes com
polaridades bem distintas, como agua e CO2 supercritico, por exemplo.*° Por outro lado,
quando ambos, dgua e solvente, possuem polaridades similares, as diferencas na
distribuicao da solvatacdo em torno da proteina deve ser mais sutil. Estudos anteriores
de simulacdes MD utilizando TMAO como agente protetor sugerem que a estabilizacdo
pode ocorrer indiretamente via estruturacdo das moléculas de agua.3” Também
diminuiria as interagdes da 4gua com os grupamentos amida da proteina, sendo que tais
interacdes sdo indesejadas pois podem levar a proteina a desnaturagdo.>%51 O TMAO
apresenta trés grupamentos metila, portanto é um osmdlito relativamente hidrofébico.
Considerando que poliéis possuem mais de um grupamento hidroxila em suas
estruturas, portanto mais hidrofilicos, a dindmica de interacdo com os residuos de

aminoacidos devem ocorrer de forma alternativa ao TMAO.

Estudo utilizando simulagdo MD tem mostrado que o volume (e massa molar)
do poliol tem influéncia na estabilizacdo proteica, quanto mais volumoso o osmdlito,
mais eficiente ele se torna.>2 Um dos mais volumosos poliois que sdo utilizados com
frequéncia é a trehalose. O papel protetor deste osmdlito quando induzido em um
sistema com uréia foi avaliado por simulagdes MD.>3 Neste caso, foi utilizado NMA (N-
methylacetamida) como modelo de peptideo e computadas as func¢des de distribuicdo e
ligacdes de hidrogénio entre os solventes e o NMA. O trabalho mostrou que as ligacoes
de hidrogénio NMA-agua foram afetadas pela presenca de moléculas de uréia, e que a
trehalose, por outro lado, ndo competiu significativamente com uréia por estas ligacées.
Isto sugere que o poliol age estabilizando proteinas ndo pela exclusiao de uréia de sua

superficie, mas sim de uma forma alternativa.
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Entender como acontece a distribuicio dos osmolitos na superficie de
proteinas pode ajudar a desvendar o mecanismo que envolve a estabilizacdo destas
macromoléculas bioldgicas. Neste sentido, estudamos a dinamica de solvatacdo da
enzima BCL na presenca de dois osmolitos comumente utilizados em ensaios de
estabilidade protéica: sorbitol e uréia. Primeiramente discutiremos sobre solvata¢do
desta enzima por estes osmolitos em solucao aquosa, identificando os tipos de residuos
com maior afinidade. Posteriormente, discutiremos sobre a influéncia do sorbitol no
processo de abertura do sitio catalitico com implicacdes na acessibilidade do substrato.
Finalmente, avaliaremos o processo de orientacdo da enzima BCL em duas interfaces
com polaridades distintas, d4gua e octano ou éster metilico do acido caprilico. Espera-se
que o conjunto de informacdes apresentadas aqui auxilie no entendimento da dindmica
de solvatagdo proteica por estes osmolitos e na interpretacao dos efeitos de estabilidade

e atividade catalitica da enzima BCL.
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A dinamica de solvatagdo da enzima BCL (Burkholderia cepacia lipase) foi
analisada buscando entender quais os efeitos que os osmdlitos sorbitol e uréia exercem
sobre as moléculas de agua na superficie da enzima BCL, bem como as interagdes
competitivas dos osmolitos entre si. Neste capitulo mostraremos como se da a
distribuicao destas moléculas em torno da enzima em questdo, sendo que este
comportamento pode ser estendido para proteinas de modo geral, considerando a

semelhanca molecular baseada nos residuos de aminoacidos.

2.1. Metodologia

Simulagdes de Dinamica Molecular foram realizadas partindo-se da estrutura
cristalografica da enzima BCL disponivel no banco de dados PDB (Protein Data Bank
ID:1YS1),23 contendo 320 residuos de aminoacidos e resolucio de 1,10A.22 O ligante
(acido hexilfosfonico (R)-2-metil-3-fenilpropil éster) complexado ao sitio catalitico foi
removido da estrutura para a confeccao das caixas de simulagdo. Este complexante é um

analogo ao substrato natural desta enzima, o triacilglicerol (TAG).

2.1.1. Simulag¢des de Dinamica Molecular

As configuragdes iniciais foram construidas com o programa Packmol,*
contendo a enzima BCL, dgua e fons Na* e Cl- (concentracdo de ~0,1 mol-L1) para
neutralizar cargas da caixa de simula¢do, além de sorbitol e uréia, de acordo com o
sistema desejado. As concentragdes de sorbitol e uréia foram mantidas mais préoximas
possivel a 1.0 mol-L-1, valor utilizado experimentalmente.l® As concentracdes de agua
também foram alteradas o minimo possivel entre os sistemas. Vale ressaltar que manter

as mesmas quantidades de solventes sem alterar suas concentragdes é um pouco
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complicado, pois sempre que adicionamos um novo solvente o volume total do sistema
aumenta e, portanto, diminui a concentracdo dos solventes que ja faziam parte do
sistema anteriormente. Isto é importante, pois pode influenciar nas analises dos
resultados. Com estas consideragdes, foram construidos quatro sistemas mostrados com
mais detalhes na Tabela 2.1. Estes sistemas foram equilibrados como segue: (I) com
todos os atomos da enzima BCL fixos realizou-se a relaxacdo dos solventes com 1000
passos de minimizacdo de energia pelo método de Gradientes-Conjugados (GC) seguidos
de 200 ps de simulagdo MD; (II) mantendo somente os atomos de carbonos alfa (Ca) da
proteina fixos, 500 passos de minimizac¢do GC foram realizados, seguidos de mais 200 ps
de simulag¢do MD; (III) sem fixar nenhum atomo da enzima BCL foi realizada simulagdo

MD de 2,2 ns.

As coordenadas e velocidades finais da etapa de equilibragdo foram utilizadas
para iniciar os calculos das trajetorias das simulacdes MD. Trajetérias de 40 ns foram
simuladas em ensemble NPT em temperatura de 298.15 K e pressdo de 1 atm. O controle
da pressao foi mantido pelo barostato de Langevin (com periodo de 200 ps com tempo
de decaimento de 100 ps) e temperatura de 298.15 K. A temperatura foi mantida
constantemente através da dinamica de Langevin (com frequéncia de perturbacdo de 10
ps1). O campo de forca CHARMM foi utilizado tanto para a proteina quanto para os
solventes (agua, sorbitol e uréia),>>>¢ adotando o modelo TIP3P para a agua.5? As
simulacdes foram computadas com o programa NAMD48 e as visualizagdes obtidas com
VMD.58 Foram confeccionados quatro sistemas de simulacdo para estudar a dinamica de
solvatacdo da BCL, apresentados na Tabela 2.1. Para todas as condi¢bes descritas, cinco
simulacdes MD foram realizadas empregando o protocolo descrito acima, totalizando

800 ns (4 sistemas x 5 simulagdes x 40 ns).
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Tabela 2. 1 Detalhe dos sistemas simulados, contendo a enzima BCL, osmdlitos e 4gua.

_ . Quantidade de moléculas/Concentragdo (mol-L1)
Sistema Notacdo

Agua Sorbitol Uréia
BCL-H20 20800/55,49 0 0
2 BCL-Sor-H;0 20800/49,25 400/0,95 0
3 BCL-Ure-H20 20800/52,68 0 400/1,01
4 BCL-Ure-Sor-H20 20800/46,74 400/0,90 400/0,90

2.1.2. Funcgoes de distribuicao

A funcao de distribuicao é uma ferramenta muito util dentro da mecanica
estatisitca. Ela informa quntitativamente, como ocorre a variacdo da densidade de
particulas de acordo com distancia em torno de uma determinada particula central,

como mostrado na Figura 2.1.

Comumente, as fun¢bes de distribuicdo mais usuais sdo as chamadas RDFs
(Radial Distribution Functions). Tais fun¢des podem ser interpretadas como a razao
entre as probabilidades de se encontrar uma determinada particula em um dado volume
ao redor da particula central, comparativamente a probabilidade de se encontrar esta
mesma particula no mesmo volume na auséncia da particula central. Em termos
praticos, estas probabilidades sdo os nimeros médios de particulas calculadas nestes

volumes iguais, conforme mostrado na Equacgédo 2.1.
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_ P@rr+dr) _ <N(r,r+dr))
9dr) =

: = Eq.2.1
p(r,r+dr) <N(r,r+dr))

Especialmente para os nossos sistemas, os componentes da equagdo podem ser

definidos como:

P(rr+dr) € P(rr+dr) - Probabilidades de encontrar o solvente na camada esférica r+dr, na

presenca e na auséncia da proteina, respectivamente.

(N@r+ar)) € {N(yr+ary) : Nnimeros médios de moléculas do solvente contabilizados na

casca esférica r+dr nas trajetorias e em uma distribuicdo aleatéria com a densidade do

solvente na auséncia do soluto, respectivamente.

Figura 2. 1 Distribuicdo do solvente em torno do soluto. Em (A) a distribuicdo do
solvente em torno do soluto. Em (B) perfil tipico da funcado de distribuicdo, considerando

uma camada (r + dr) de solvente em torno do soluto.

As analises de solvatacdo da proteina na presenca dos solventes foram

realizadas pelo cdlculo das fung¢des de distribuicao soluto-solvente (gss).>? Estas fun¢des
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sdo semelhantes as func¢des de distribuicdo radial, porém ao invés de considerar a
distancia entre os centros de massa do soluto (proteina) e solventes (agua, sorbitol ou
uréia), toma-se a menor distancia entre atomos que compdem o soluto ou solvente, esta
¢ uma forma mais adequada de investigar a solvatagdo considerando o carater nao-
esférico das moléculas. Com adequada normalizagdo estas func¢des fornecem as mesmas

interpretacdes termodinamicas que as tradicionais fungdes de distribui¢do radial.>®

O calculo das fungdes gss foram implementadas no pacote do programa
MDAnalysis.® A normaliza¢do das fungdes gss foi realizada criando, para cada frame da
trajetoria, uma distribuicdo aleatoria dos solventes com a mesma densidade do sistema
em estudo. Esta normalizacdo é formalmente correta desde que nao haja correlacao
entre as posi¢coes das moléculas do soluto e do solvente além das dadas pelas suas
interacdes, quando considerado a proteina toda. Porém, se o soluto considerado é
apenas parte da proteina (por exemplo, quando é calculada gss considerando apenas os
atomos do backbone da enzima BCL ou para os tipos de residuos da proteina), a fungao
gss deve ser interpretada apenas do ponto de vista qualitativo, devido a existéncia das
correlacdes indiretas. Com isso, a distribuicao deve ser adequadamente normalizada

considerando as interagdes restantes.

2.1.3. Ligacoes de hidrogénio

As ligacoes de hidrogénio sdo interagdes intermoleculares muito bem
orientadas. Estas interacdes ocorrem quando um atomo de hidrogénio encontra-se
fortemente atraido por dois outros atomos com alta eletronegatividade. Esta ligacdo
pode ser definida como X-H:-'Y, onde X-H estdo ligados covalentemente, e X é
considerado o doador e Y o receptor da ligacao.6! No inicio da década de 1960 Linus
Paulling definiu que nas ligacbes deste tipo X e Y devem ser atomos com alta
eletronegatividade, especificamente Fluor, Oxigénio e Nitrogénio.®? X e Y podem
pertencer a moléculas distintas ou partes da mesma molécula. O angulo formado entre

X-H:-Y é de aproximadamente 180°, sendo que quanto mais préximo a esse valor mais
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forte é a interacdo e menor sera a distancia H:--Y.61 Neste trabalho é considerada uma
ligagdo de hidrogénio quando os 4tomos X e Y estiverem distantes em até 3 A e um limite

de 180° + 20° para o angulo formado entre X-H:-Y.

O tempo de sobrevivéncia destas intera¢des foi quantificado através de
funcdo de correlacdo temporal,®3 que consiste na probabilidade de uma ligacao de
hidrogénio ser encontrada em tempo (t+A4t) dado que a ligacdo foi observada em ¢t.
Foram calculadas as fracdes de ligacoes de hidrogénio encontradas em frames
consecutivos da trajetdria, que sdo separados por um intervalo de tempo discreto At. Se
uma dada ligacdo de hidrogénio esta presente em n frames consecutivos da trajetoria,
ela contribui para a correlacdo no tempo nAt, considerando At = 1ps. Todos os cdlculos

de ligagdes de hidrogénio foram realizados com o programa MDAnalysis.60

2.2. Resultados e discussoes

2.2.1. Solvatacao competitiva entre os solventes pela superficie

da enzima BCL

A explicacido mais simples para justificar os efeitos de
estabilizagdo/desestabilizagdo promovidos pelos osmolitos estd baseada na particao
destes compostos e dgua na superficie da proteina.28 De modo geral, quando ha
estabilizagdo da proteina, o osmolito deve ser excluido da sua superficie, favorecendo a
hidratacdo preferencial. Por outro lado, o efeito desestabilizante dos osmodlitos é
associado a sua solvatacao proteica preferencial. Em ambos os casos, as energias livres
associadas aos estados enovelados e desnovelados sdo afetadas, como descrito

previamente na Figura 1.5.
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A solvatagao de lipases pode ser bem heterogénea em sua superficie, caso a
diferenca de polaridades dos solventes seja grande, isto acontece devido a natureza
apolar de muito dos residuos que compdem estas enzimas.3? Ao visualizarmos os
sistemas simulados neste trabalho, observamos que a distribuicdo dos solventes em
torno da enzima BCL é visualmente homogénea, mostrando que nenhum efeito de
exclusao ou ligacdo preferencial promovido por sorbitol ou uréia é facilmente
identificavel, inclusive sem nenhuma agregacdo nitida em qualquer parte da proteina
(Figura 2.2). Esta solvatacdo heterogénea poderia ser mais nitida, caso os osmolitos
fossem hidrofébicos e insoliveis em agua.*® Considerando que a heterogeneidade da
solvatacdo em torno da enzima BCL ndo é 6bvia, utilizamos as fung¢des de distribuicao

soluto-solvente (gss) e investigamos como isto ocorre do ponto de vista quantitativo.
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Figura 2. 2 Visualizacdo de trés instantes das simula¢des MD da BCL em agua, sorbitol e
uréia. (A) sistema completo, (B) agua, (C) sorbitol e (D) uréia. Nenhuma solvatagdo
preferencial é observada, sugerindo uma distribuicdo aproximadamente homogénea dos

solventes em torno da enzima BCL.
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2.2.2. Distribuicao dos solventes em torno da enzima BCL: uma

visao geral

Perfis detalhados de como a solvatagdo ocorre sdo mais bem investigados
pelas fungdes de distribuicdo soluto-solvente (gss),5%¢® mostradas na Figura 2.3,
considerados solventes agua, sorbitol e uréia. A Figura 2.3A mostra a distribuicdo de
adgua em torno da enzima BCL na auséncia e na preseng¢a dos osmolitos. Sorbitol e uréia
apresentam efeitos opostos na exclusao de agua das proximidades da enzima: (a)
sorbitol exclui moléculas de dgua a partir da segunda camada de solvatacdo (entre 2.5 e
6.5 A); (b) porém, estabiliza 4gua na primeira camada de solvatagio, dado pelo aumento
no primeiro pico de gss, (inset da Figura 2.3A); (C) por outro lado, uréia desestabiliza
dgua na primeira camada de solvatacdo dado pelo decréscimo no primeiro pico de gss,
isto indica que a uréia liga-se preferencialmente com a superficie da enzima, por ligacoes
de hidrogénio, por exemplo; (D) para grande distancias, maiores que 2.5 A o efeito da
uréia na exclusao de agua é bem menor quando comparado com aquele promovido pelo

sorbitol.

Alguns detalhes chamam a atencdo na Figura 2.3A: a func¢do gss quando
ambos sorbitol e uréia estdo presentes é muito semelhante a funcdo gss somente na
presenca de sorbitol, com restauracdo da distribuicdo de dgua na primeira camada de
solvatacdo (perturbada na presenca de uréia) e deslocamento de dgua para regides mais
distantes, isto mostra o efeito estabilizador do sorbitol sobre a 4gua na primeira camada
de solvatacio, mesmo na presenca de uréia, restabelecendo a afinidade proteina-agua. E
importante destacar que as concentracdes de dgua diminuem com a adigcdo dos

osmolitos (ver Tabela 2.1), portanto, fungdes gss proteina-agua semelhantes entre os

sistemas ndo significa mesmo niimero de moléculas de agua interagindo com a proteina.

No esquema da Figura 2.3A sugerimos uma visao simplificada dos efeitos da

solvatacdo competitiva, considerando duas camadas: os efeitos de solvatacdo sao
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distintos para a primeira camada de solvatacdo (primeiro pico de gss) e a camada mais
externa (considerada a partir do primeiro vale até ~6.5 A). O decréscimo da densidade
relativa de agua na camada mais externa pode ser explicado pelo volume ocupado pelo
sorbitol. Este osmélito é relativamente grande (>8 A de extensio), e, portanto, ao ligar-
se na superficie da proteina (por ligagdes de hidrogénio e apolares, detalhadas adiante)
exclui um volume considerado de moléculas de agua, justificando o decréscimo de gss
proteina-agua da camada mais externa. Na Figura 2.3A ainda é possivel ver que a uréia
compete fortemente com moléculas de agua nas duas camadas de solvatacdo, dado pelo
decréscimo na funcdo gss proteina-agua em todas as distancias. A distribuicdo da
solvatagdo por agua, sorbitol e uréia em torno da enzima BCL ndo é homogénea, sendo
fortemente dependente do tipo de residuo, isto sera discutido detalhadamente na se¢ao

2.2.5.

A andlise destes resultados sugere que a estabilizacdo de dgua na primeira
camada de solvatagdo por sorbitol contribui para a estabilizacao do estado nativo da
proteina. Por outro lado, a desestabilizacdo de agua em todas as camadas pode estar
associada as propriedades desnaturantes da uréia observadas experimentalmente.64-66
Além disso, o efeito estabilizante da dgua por sorbitol é observado mesmo na presenca
da uréia, sugerindo que o efeito de contrabalancear as a¢des da uréia pode ser devido a

orientacdao de moléculas de agua na primeira camada de solvatagao.

A solvatagdo competitiva entre sorbitol e uréia pela superficie proteica é
complexa, mostrada nas Figuras 2.3B e 2.3C pelas func¢des gss. A andlise da Figura 2.3B
mostra claramente que o sorbitol interage diretamente com a superficie da proteina,
apesar de picos largos indicarem interacdes menos especificas que as da agua (isto sera
explorado na secdo 2.2.8). O primeiro pico de gss em ~1.8 A mostra interacdes do tipo
ligacdes de hidrogénio com a proteina. E importante destacar que na Figura 2.3A houve
um pequeno aumento na distribuicdo de agua na superficie da enzima na presenca de
sorbitol, isto significa que a substituicdo de moléculas de agua na superficie da enzima
pelo efeito competitivo do sorbitol ocorre proporcionalmente menos do que o aumento
na concentracao de sorbitol na solucdo, distante da proteina. Isto mostra que neste

processo competitivo, a agua prevalece com suas moléculas mais bem orientadas
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formando ligacdes de hidrogénio. A adicdo de uréia neste sistema contendo agua e
sorbitol (ver Figura 2.3B linha verde e modelo) mostra que sorbitol é deslocado das
proximidades da enzima BCL pelas moléculas de uréia, este mesmo comportamento é
observado quando a competicdo ocorre com a agua. Em resumo, moléculas de uréia
possuem a capacidade de ficarem concentradas na superficie proteica, deslocando agua

e até mesmo sorbitol.

A adicgdo de sorbitol no sistema contendo uréia e agua mostra que o primeiro
pico de gss da uréia ndo é afetado (Figura 2.3C). Porém, efeito competitivo é observado
na camada mais externa. O sorbitol deposita-se na superficie proteica sem alterar a
densidade relativa de uréia, porém age excluindo moléculas de uréia que estejam um

pouco mais distantes.

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



56
Capitulo 2. Solvatagdo competitiva da enzima BCL por sorbitol, uréia e dgua

1.8 ~p—r—y—r——r—y=r—y—v=T
I 1.75
1.6 =
i 68
1.4+
of 1 61
1.2 =
I ——BCL-H,0
1.0«
i w BCL-Sor-H,O
0.84] (A) 2
LR SN . S e ———BCL-Ure-H,0
2 3 4 5 6 17
Distancia (A) ———BCL-Ure-Sor-H,0
1.5 =TTy Trlrsrlerlerrlry sorbitol

(B) ©)

proteina-ureia ]

protet'na-sorbitol_'

——

L] LA AL AL B )
2 3 4 S5 6 2 3 4 35 6 9
Distincia (A) Distancia (&)

Figura 2. 3 Func¢des de distribuicdo soluto-solvente (gss). O soluto considerado é a
proteina e os solventes sao (A) agua, (B) sorbitol e (C) uréia. Os modelos mostram como

o efeito competitivo ocorre na superficie da proteina de modo geral.

As distribuicdes dos solventes em torno da enzima BCL mostrados na Figura
2.3 podem ser interpretados também pelos potenciais de forca média (PMF) ou energia
livre, através de AG = —RTlng,,, apresentados na Figura 2.4. Na Figura 2.4A é possivel
ver que a energia livre associada a dgua na superficie da proteina é menor na primeira
camada de solvatacdo na presenca de sorbitol e maior quando a solu¢do é composta por
agua e uréia, comparativamente ao perfil de energia livre para agua pura (linha preta na
Figura 2.4A). A Figura 2.4B deixa claro que a afinidade de sorbitol pela proteina é

diminuida pela presenca da uréia. A Figura 2.4C mostra que a afinidade de uréia pela
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enzima ndo é afetada em curtas distancias, somente na camada mais externa, em regides

mais distantes.
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Figura 2. 4 Perfis de energia livre mostrando que: (A) agua é estabilizada por sorbitol e
perturbada por uréia (inset); (B) interagdes proteina-sorbitol tornam-se menos
favoraveis pela adicdo de uréia, principalmente a curtas distdncias; (C) sorbitol

desestabiliza uréia nas camadas mais externas de solvatagdo.

2.2.3. Interacgdo dos osmolitos com o backbone da enzima BCL

Para entender um pouco mais sobre como agem estes compostos na
dinamica de solvatacdo de proteinas, calculamos gss considerando a cadeia principal da
enzima BCL, apresentados na Figura 2.5. A Figura 2.5A mostra que moléculas de agua
interagem em curtas distancias com a cadeia principal. Observando as Figuras 2.5B e
2.5C vemos que isto é devido as ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua
(doador) e os oxigénios da carbonila da amida (receptor). De modo mais geral, as
interpretacdes sobre a perturbacdo das moléculas de agua por sorbitol e uréia podem
ser feitas de forma semelhante ao descrito na secdao 2.2.2, onde o sorbitol aumenta a
densidade relativa de agua préximo a enzima BCL e desloca da camada mais externa;

ademais, uréia diminui a afinidade de 4gua em todas as distancias. Também é possivel
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notar que moléculas de agua tém acesso limitado aos dtomos do backbone, pois as
funcdes de distribuicdo apresentam valores menores que o calculado para solucido

distante da proteina.

Sorbitol e uréia, contrariamente ao observado para agua, acumulam-se muito
préximo a cadeia principal da enzima. Na Figura 2.5D é possivel ver que na distancia de
ligages de hidrogénio (~1.8 A) hd um aumento de ~3.4 vezes em relagio a solugio. Isto
pode ser explicado essencialmente pelas ligagdes de hidrogénio formadas entre o
oxigénio da carbonila (receptor) e as hidroxilas que compdem as moléculas de sorbitol
(doador), mostrado na Figura 2.5E. Ao mesmo tempo, ha uma importante disposicao de
sorbitol na camada externa de solvatacdo, principalmente em torno dos atomos de
nitrogénio e hidrogénio do grupamento amida (Figura 2.5F). A adi¢do de uréia diminui a
afinidade de sorbitol em todas as partes do backbone, exceto para distancias curtas

(ligacoes de hidrogénio) entre os atomos de N e H da amida (Figura 2.5F, ~1.8 A).

Comparativamente, o aumento da densidade local de uréia no backbone é
menor que o observado para o sorbitol (comparacao do primeiro pico de gss entre as
Figuras 2.5D e 2.5G), enquanto a densidade relativa da uréia aumenta ~1.8 vezes a do
sorbitol é aumentada em ~3.4 vezes, isto mostra a facilidade com que sorbitol interage

com backbone de proteinas por ligacoes de hidrogénio.
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Figura 2. 5 Fungdes de distribuicdo soluto-solvente gss considerando somente os atomos

do backbone da enzima BCL e os solventes: (A-C) agua; (D-F) sorbitol; (G-I) uréia.

As moléculas de uréia ndo sofrem nenhuma perturbacao pelo sorbitol em
distancias mais curtas, mantendo a densidade inalterada em relacdo a solu¢do, o que
leva a funcdes de distribui¢des quase sobrepostas préoximo a proteina, porém com efeito

nitido para a camada mais externa, como pode ser visualizado na Figura 2.5G. A Figura
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2.5H mostra que moléculas de uréia atuam como doadoras na ligacdo de hidrogénio com
os atomos de oxigénio da amida do backbone, fato que nao é observado quando estas
atuam como receptoras da ligacdo, mostrado na Figura 2.5I. Como observado
anteriormente, sorbitol diminui a densidade relativa de uréia nas camadas mais
externas, devido ao seu grande volume. Esta exclusdo de uréia promovida pelo sorbitol
deve ajudar a explicar seu papel estabilizador, pois isto certamente limita o nimero de
trocas de moléculas de uréia com a superficie da proteina (isto se deve ao decréscimo na
probabilidade de uma molécula de uréia transladar da segunda camada de solvatacdo
para a primeira e substituir uma molécula de uréia por outra). A uréia é reportada como
agente causadora de quebras de interagdes proteina-proteina através de ligacoes diretas

com o backbone.3*

2.2.4. Efeitos na estruturacao das ligacoes de hidrogénio

Os osmolitos sorbitol e uréia possuem a capacidade de realizar ligagdes de
hidrogénio com a superficie da enzima BCL, e com isso, alterar as interagdes entre os
proprios residuos da proteina e entre proteina-agua. Tais interagdes intermoleculares
foram investigadas com detalhes e os resultados sdo apresentados na Figura 2.6 e

Tabela 2.2.

Na Figura 2.6A é possivel observar que o niimero total de ligagdes de hidrogénio
diminui com adi¢do de sorbitol, uréia ou ambos. No entanto, este decréscimo é bem sutil,
apenas 4 ou 5 ligacdes sdao perdidas das 278 realizadas no sistema BCL-H:O.
Interessante observar que as interacdes entre os residuos da proteina nao sao afetadas
(Figura 2.6B), isto ocorre porque nenhuma perturbacao significativa da proteina foi
observada nesta escala de tempo das simulacdes (40ns). Neste sentido, nos estagios
iniciais de interagdo entre os residuos protéicos e os osmdlitos sorbitol e uréia (antes de
qualquer desnaturacdo promovida pela uréia), os efeitos mais importantes e possiveis
de serem observados nesta escala de tempo consistem em como uréia e sorbitol

substituem as interagdes proteina-agua.
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Figura 2. 6 Frequéncia de distribuicdo do ntimero de ligagdes de hidrogénio realizadas

pela enzima BCL: (A) total de ligacbes; (B) entre os residuos da BCL; (C) com agua; (D)

com sorbitol e (E) com uréia.

Tabela 2. 2 LigacGes de hidrogénio realizadas pela enzima BCL nos sistemas simulados.

Sistema
Lig. de BCL-H:0 BCL-Sor-H:0 BCL-Ure-H0 BCL-Ure-Sor-H:0
hidrogénio
total 27814 273+14 274+14 274+14
proteina-proteina 72+8 72+7 737 717
proteina-agua 206+15 186+14 19013 18013
proteina-sorbitol --- 15+4 --- 13+4
proteina-uréia --- --- 11+4 10+4

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



62
Capitulo 2. Solvatagdo competitiva da enzima BCL por sorbitol, uréia e dgua

As ligacdes de hidrogénio realizadas entre BCL e dgua sdo perturbadas pela
presenca dos osmolitos, sendo reduzidas (Figura 2.6C). Inicialmente o ndmero de
ligagdes de hidrogénio entre BCL-agua é de 206 no sistema contendo somente agua e
diminui para 186 com adicdo de sorbitol (perda de 20 ligacdes) e 190 com adicdo de
uréia (perda de 16 ligagdes), portanto sorbitol substitui mais ligacdes de hidrogénio
proteina-agua do que a uréia. Quando os dois osmoélitos estdo presentes a perda de
ligagdes é maior ainda (de 206 para 180, perda de 26 ligagdes), porém o efeito nao é
completamente aditivo, sendo que sorbitol substitui cerca de 13 ligagcdes de hidrogénio
entre BCL-agua e uréia aproximadamente 10 ligacdes de hidrogénio, isto sugere que
neste sistema algumas interacdes alternativas possam ser favorecidas. A competicao
entre sorbitol e uréia por interagdes com a proteina podem ser vistas nas Figuras 2.6D e
2.6E, onde a uréia nitidamente dificulta que sorbitol realize intera¢des desta natureza
com a superficie da enzima BCL. Devido a competitividade, sorbitol também tem efeito

perturbativo nas moléculas de uréia, porém em menor magnitude.

O tempo de sobrevivéncia das ligacoes de hidrogénio realizadas pela enzima
BCL entre seus proprios residuos ou com os solventes sdo mostrados na Figura 2.7.
Adicdo de sorbitol promove pequeno, porém consistente aumento na quantidade de
ligacbes de hidrogénio que sobrevivem por mais tempo em todos os casos. Este
comportamento também é observado para uréia em menor escala. Na Figura 2.7A é
possivel ver como as interagdes proteina-dgua sdo estabilizadas por sorbitol
(comparativamente ao sistema compostos somente por agua), onde as fracdes de
ligagdes que sobrevivem a periodos mais longos (>20 ps) sdo ~1.8 vezes maiores que o0
sistemas em agua pura. Com ambos os osmolitos juntos estes valores sdao ~1.5 vezes

maiores, e na presenca somente de uréia ~1.3 vezes.

Na Figura 2.7B é possivel ver que as ligacdes de hidrogénio entre os residuos
da enzima BCL sobrevivem por mais tempo na presenca de sorbitol, uréia e ambos,
sugerindo um efeito aditivo (pontos verdes no inset). Ademais, ligacdes de hidrogénio

proteina-sorbitol sobrevivem por longos periodos de tempo na presenca de uréia
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(Figura 2.7C). Sorbitol age aumentando significativamente o tempo de sobrevivéncia das

ligacdes de hidrogénio, inclusive para proteina-uréia (Figura 2.7D).
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Figura 2. 7 Sobrevivéncia das ligacdes de hidrogénio: (A) proteina-agua; (B) proteina-
proteina; (C) proteina-sorbitol e (D) proteina-uréia. Os insets mostram as quantidades
relativas de ligacdes de hidrogénio calculadas comparativamente ao sistema somente

em agua e com adicdo dos osmolitos estudados.
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O aumento no tempo de sobrevivéncia das liga¢cdes de hidrogénio proteina-
agua a partir da adicao de sorbitol estd provavelmente relacionado com a exclusao de
agua (ou uréia) da segunda camada de solvatacdo da enzima BCL (dado pelas fun¢des de
distribuicdo gss na Figura 2.3A e pelos perfis de energia livre da Figura 2.4). Esta
exclusio de 4gua (ou uréia) das camadas mais externas (acima de ~2.2 A) de solvatagio
faz com que as ligacdes de hidrogénio realizadas por proteina-agua ou proteina-uréia
tenham menor probabilidade de serem trocadas por outras moléculas de agua ou uréia
(que poderiam estar em regioes mais distantes como a segunda camada de solvatacao),
desta forma aumentando o tempo de sobrevivéncia da ligagdo. Este mecanismo pode
explicar a estabilizacdo das interacdes proteina-agua, que pode ter como consequéncia
indireta a estabilizacdo estrutural de proteinas. Com isso, é possivel sugerir que o efeito
do sorbitol pode ser descrito pelos seus efeitos indiretos na dindmica de solvatacao da
agua, mas que depende das suas interagdes diretas na superficie da proteina através de
ligacdes de hidrogénio (e interagdes apolares descritas posteriormente), que resultam
em exclusdo de agua das camadas mais externas por efeito estérico. Neste sentido, é de
se esperar que a estabilizacdo destas ligacdes agua-proteina seja maior, quanto maior
seja a capacidade do osmdlito ligar-se a superficie da proteina e maior também sua
capacidade de excluir outros solventes de acordo com seu volume. Portanto, este
mecanismo é interessante por ndo ser completamente indireto (dependente somente da
acdo do osmolito nas propriedades da solucao), e nem completamente direto no sentido
de realizar ligacdes extremamente especificas com os residuos da enzima BCL. Em
resumo, podemos sugerir que a estabilizacdo promovida pelo sorbitol é resultado da
exclusao de moléculas de agua e uréia da segunda camada de solvata¢do.>267 Veremos a
seguir que esta exclusao de agua (e uréia) ndo é homogénea para todos os tipos de
residuos, havendo singularidades de acordo com a polaridade e carga das cadeias

laterais.
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2.2.5. Distribuiciao de agua na superficie proteica conforme os

tipos de residuos

As distribuicdes dos solventes em torno da enzima BCL considerando os tipos
de residuos (carregados, polares e apolares) sdo mostradas pelas fung¢des de
distribuicdo soluto-solvente gss na Figura 2.8. Estas fungdes gss mostram
qualitativamente a distribuicao de agua, sorbitol e uréia em torno das partes especificas
da proteina, considerando as caracteristicas das cadeias laterais dos residuos de

aminoAacidos.
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Figura 2. 8 Funcdes de distribuicao soluto-solvente (gss) de acordo com o tipo de
residuo, carregados, polares ou apolares. Solventes, (A-C): agua; (D-F): sorbitol; (G-I):
uréia. Mo modelo a direita, os tipos de residuos mais afetados, em cada camada de

solvatacgao, sao indicados pelas linhas tracejadas.

A distribuicdo dos solventes ao redor da proteina toda dada na Figura 2.3 é
uma combinacdo das contribui¢des em cada parte especifica da proteina, mostrado na
Figura 2.8. As distribui¢des de dgua em torno dos residuos carregados da enzima BCL
sdo mostradas na Figura 2.8A na auséncia e presenca dos osmdlitos. A adi¢do de sorbitol
ndo possui efeito significativo na afinidade de dgua por este tipo de residuo, (observado

anteriormente para a proteina toda na Figura 2.3) principalmente na primeira camada
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de solvatacdo, com sutil deslocamento de agua para camadas mais externas. Com isso,
podemos sugerir que o sorbitol ndo aumenta a densidade relativa de moléculas de 4gua
nos residuos carregados, pois o efeito competitivo leva a fun¢des gss muito semelhantes.
Por outro lado, é possivel ver que a uréia apresenta propriedades contrarias a do
sorbitol (Figura 2.8A). O primeiro pico de gss carregados-agua diminui quando a uréia é
adicionada, indicando que as moléculas de agua sao substituidas por uréia nos residuos
carregados mais do que o decréscimo da concentracdao da solucdo, ou seja, a uréia
perturba a hidratacao dos residuos carregados. Interessante notar o efeito que o sorbitol
desempenha restaurando a densidade relativa de 4gua em torno da enzima BCL mesmo
na presenca da uréia, fungdes gss muito semelhantes na Figura 2.8A, comparacdo das

linhas verde e vermelho no inset.

Anteriormente na Figura 2.3A mostramos que a distribuicdo de agua em
torno da enzima BCL é afetada pelo sorbitol, o perfil de gss considerando a proteina toda
¢ muito semelhante ao observado quando consideramos somente os residuos polares,
mostrado na Figura 2.8B. Neste caso, hA um aumento no primeiro pico de gss e
decréscimo em gss para a camada mais externa, exatamente como observado quando
consideramos a proteina toda. Isto deixa claro que o efeito do sorbitol observado ocorre
essencialmente nos residuos polares: sorbitol estabiliza 4gua na primeira camada de
solvatacdo e exclui das camadas mais distantes. Outro aspecto interessante é que a uréia
(descrito na Figura 2.3A) afeta negativamente a afinidade de agua pela superficie da
enzima BCL, observamos agora que este efeito é relativamente pequeno para os residuos
polares, mostrado pelo leve decréscimo na fung¢do gss tanto para o primeiro pico quanto
para gss da segunda camada de solvatacdo. Da mesma forma, a mistura contendo os dois
osmolitos mais agua mostra que o sorbitol atua mantendo a distribuicdo
proporcionalmente igual ao sistema contendo somente o osmoélito estabilizante, como
descrito anteriormente, isto pode estar associado ao seu efeito estabilizador de

proteinas.

A distribuicdo de agua em torno dos residuos apolares da enzima BCL é
mostrada na Figura 2.8C. E possivel observar que ha pouca influéncia tanto de sorbitol

quanto de uréia, principalmente em curtas distancias, mantendo as mesmas densidades
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relativas tanto na presenca quanto na auséncia dos osmdlitos. Ademais, é possivel
observar que o sorbitol promove exclusdo de agua em regides mais distantes dos

residuos apolares da proteina, além da primeira camada de solvatacao.

Considerando as analises das fung¢des de distribuicdo gss para os tipos de
residuos, podemos deduzir que a funcdo gss para proteina-agua mostrada na Figura 2.3A
é uma combinacdo ndo trivial das componentes dadas nas Figuras 2.8A-C, das quais
podemos tomar algumas conclusdes: (1) o decréscimo no primeiro pico de gss proteina-
adgua quando uréia é adicionada no sistema ocorre devido a perturbacdo ocorrida nos
residuos carregados dado pela forte interacdo carregados-uréia (Figura 2.8A); (2) o
aumento no primeiro pico de gss proteina-dgua quando sorbitol é adicionado ao sistema
¢ devido ao aumento da afinidade de &gua pelos residuos polares, porém nao
carregados, ja que nestes a alteracdo em gss € minima (comparar insets das Figuras 2.7A
e 2.7B); (3) a exclusdo de 4gua nas camadas mais externas, dada pelo menor valor de gss
quando sorbitol é adicionado, ocorre em todos os residuos principalmente nos polares.
A uréia também desloca agua em camadas mais distantes nos residuos polares, mas
significativamente menos que sorbitol; (4) As fungbes gss de agua-proteina
(considerando toda a proteina ou residuos especificos) mostram que nas misturas com
sorbitol e uréia as funcgdes gss se aproximam das func¢des na presenca somente de
sorbitol. Portanto, sorbitol restaura a afinidade de agua pela proteina, quando

perturbada por uréia.

Na secdo 2.2.4, foi sugerido que a estabilizacdo das ligacdes de hidrogénio
proteina-agua promovida pelo sorbitol pode ser entendida a partir de um mecanismo
indireto, dependente das ligagdes diretas do sorbitol com a superficie proteica, que
excluem agua da segunda camada de solvatacdo por efeito estérico. Agora, considerando
os tipos de residuos, podemos mostrar que isto ocorre principalmente nos residuos
polares, consistentemente com a dependéncia de formacao de ligagdes de hidrogénio
proteina-sorbitol. Este efeito € menor nos residuos apolares, pois as interagdes do tipo
ligacdes de hidrogénio devem ocorrer somente com o backbone da proteina. Como a
densidade de agua é baixa nesta regido (ver Figura 2.5) as moléculas de sorbitol podem

se alocar proximos a estes residuos sem afetar a distribuicao relativa de agua. Além
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disso, esta exclusdo de agua das camadas mais externas ocorre muito sutilmente nos
residuos carregados devido a alta afinidade entre os residuos carregados e as moléculas
de agua. Considerando as discussodes anteriores, podemos supor que o efeito positivo do
sorbitol em manter a estrutura nativa de proteinas pode ser devido a estabiliza¢do de
agua na sua primeira camada de solvatagdo, especificamente nos residuos polares. Por
outro lado, a desnaturacdo de proteinas promovida por uréia pode estar associada a

desidratacao dos residuos carregados.

2.2.6. Solvatacao competitiva dos osmolitos conforme os tipos de

residuos

As distribuicoes de sorbitol e uréia na superficie da enzima BCL podem ser
visualizadas na Figura 2.8. Especificamente para o sorbitol, na auséncia e presenca de
uréia (Figuras 2.8D-F) e para uréia na auséncia e presenca de sorbitol (Figuras 2.8G-I), é
mostrado como é a solvatacao destes osmolitos por cada tipo de residuo da enzima BCL

e como eles competem entre si.

A Figura 2.8D mostra que o sorbitol interage (como doador) com os residuos
carregados da enzima BCL formando ligaces de hidrogénio (pico em ~1.8 A), sendo
perturbadas pela adi¢do de moléculas de uréia (comparar curvas vermelha e verde), esta
perturbacdo também ocorre nos residuos polares (Figura 2.8E), ndo sendo observada
em apolares devido a impossibilidade de formacio de ligacdes de hidrogénio em ~1.8 A
(Figura 2.8F). Uréia diminui a afinidade de sorbitol pela proteina até ~3 A em todos os
tipos de residuos. Para camadas que vao além desta distancia, diminui a solvatagdo
apenas significativamente nos residuos carregados. Isto mostra como a uréia tem alta

afinidade por este tipo de residuo.

As Figuras 2.8G-I mostram que a solvatagcdo competitiva entre os osmdlitos
sorbitol e uréia ndo é simétrica. Haviamos mostrado anteriormente que a uréia nao é

afetada na primeira camada de solvatacao pelo sorbitol (Figura 2.3), vemos nas Figuras
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2.8G e 2.8H que a solvatac¢do por uréia dos residuos carregados e os polares de fato nao
sao afetados pelas moléculas de sorbitol. Como esperado a fungao de gss apolares-uréia
assume valores pequenos para o primeiro pico, mostrando a impossibilidade de
interacdes hidrofobicas. Além disso, é possivel especificar agora onde ocorre o
deslocamento de uréia da segunda camada de solvata¢do (ver Figura 2.3), sendo mais
evidente nos polares e apolares, conforme esperado devido a alta afinidade de uréia

pelas cadeias laterais carregadas dos aminoacidos.

E possivel fazer algumas comparagdes quantitativas do aumento da
densidade relativa, tanto de sorbitol quanto de uréia em cada tipo de residuo. Por
exemplo, para as interacdes de curtas distiancias (primeira camada de solvatacdo)
podemos ver que o primeiro pico de gss carregados-uréia é da ordem de ~4.8 (Figura
2.8G). Por outro lado, para o sorbitol é de ~2.7 (Figura 2.8D). Isto mostra que a uréia
possui afinidade muito maior do que sorbitol por este tipo de residuo. O oposto é
observado para os outros tipos de residuos polares e apolares, onde os primeiros picos
de gss para o sorbitol (~4.0 e ~4.9, Figuras 2.8E e 2.8F, respectivamente) sdo
quantitativamente maiores que os observados para uréia (~2.1 e ~2.2, Figuras 2.8H e
2.8l, respectivamente). Neste sentido, podemos sugerir dois efeitos relacionados a
solvatacdo envolvendo os tipos de residuo da enzima BCL: (1) a desidratacdo dos
residuos carregados é causada pela forte afinidade das moléculas de uréia por este tipo
de residuo; (2) a contribuicdo do sorbitol no efeito estabilizante da estrutura nativa de

proteinas pode ser devido a sua alta afinidade pelos residuos polares e apolares.

2.2.7. Solvatacao dos residuos carregados: acidos vs. basicos

As interagdes dos osmolitos (sorbitol e uréia) e 4gua com os tipos de residuos
da enzima BCL sdo particularmente diferentes. Estes osmdlitos sdo retratados com
efeitos opostos na estabilizacdo de proteinas,3® e como observado na seciao 2.2.6
apresentam competitividade altamente dependente do tipo de residuo, ndo sendo

necessariamente simétrica, com notavel diferenca para os residuos carregados. Como
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mostrado nas Figuras 2.8D e 2.8G, uréia compete fortemente com sorbitol pelos residuos
carregados para formar ligacdes de hidrogénio, com as fung¢des gss carregados-uréia
muito pouco afetadas pelo sorbitol na primeira camada de solvatagdo. Considerando as
assimetrias na solvatacdo dos residuos carregados por uréia e sorbitol, podemos
investigar mais detalhadamente a dinamica de solvatagdo dividindo os residuos

carregados acidos (aspartato e glutamato) e basicos (lisina e arginina).

A Figura 2.9A mostra a funcdo gss para a distribuicdo de dgua em torno
somente dos residuos acidos (Asp e Glu). Como esperado, moléculas de agua sao
altamente organizadas em torno destes residuos devido a grande orientacao das
ligagcdes de hidrogénio. Estas orientacdes e afinidades ndo sdo aumentadas quando
sorbitol é adicionado (comparacdo das linhas em preto e vermelho). Por outro lado,
moléculas de uréia promovem nitido decréscimo no primeiro pico de gss entre os
residuos acidos e dgua, mostrando sua alta capacidade de deslocar tanto moléculas de
agua quanto de sorbitol. Interessante notar que a adigdo de sorbitol no sistema contendo
agua e uréia (linha verde), restabelece a densidade relativa de agua nas proximidades da
proteina, mostrando novamente que este é um efeito particular do sorbitol associado ao
seu efeito de contrabalancear a perturbacdo causada por moléculas de uréia. Este efeito

restaurador é bem mais evidente para os residuos basicos (Figura 2.9D).

As Figuras 2.9B e 2.9C deixam claro que, no processo competitivo entre
sorbitol e uréia pelas ligacdes de hidrogénio na superficie da enzima BCL, as moléculas
de uréia perturbam a afinidade Asp/Glu-sorbitol de forma que a densidade relativa
Asp/Glu-uréia é mantida (Figura 2.9C). A Figura 2.9B mostra que este deslocamento de
sorbitol ocorre em toda a extensdo das primeira e segunda camadas de solvatacdo. A
partir destes resultados, podemos mostrar que moléculas de uréia estdo altamente
concentradas em torno dos residuos acidos, com densidade local (distancia da ordem de
ligacdes de hidrogénio) sete vezes superior (gss ~7.0). Neste sentido, podemos afirmar
que a uréia liga-se muito fortemente aos residuos carregados acidos Asp/Glu e o sorbitol

ndo é capaz de diminuir a afinidade Asp/Glu-uréia.

Foi discutido a partir da Figura 2.8A que o sorbitol ndo alterava

significativamente a densidade relativa de 4gua em torno dos residuos carregados, isto
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também foi constatado especificamente para os residuos acidos (Figura 2.9A). Porém, ha
uma leve estabilizacdo de agua promovida pelo sorbitol para os residuos basicos
Lys/Arg (Figura 2.9D), curiosamente no sistema contendo todos os solventes (BCL-Ure-
Sor-H20), a afinidade de agua aumenta na primeira camada de solvatagdo, como
indicado pelo primeiro pico de gs. Na Figura 2.8D mostramos que uréia competia
deslocando sorbitol dos residuos carregados, agora sabemos que isto ocorre
principalmente nos residuos basicos, como mostrado na Figura 2.9E. De modo geral, o
aumento na densidade relativa préxima aos residuos acidos é muito maior em

comparacgao com os residuos basicos, tanto para sorbitol quanto para uréia.
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Figura 2. 9 Funcdes de distribuicdo soluto-solvente (gss) considerando somente os
residuos carregados como soluto. Solventes sdo: agua, sorbitol e uréia. (A-C): residuos

acidos aspartato e glutamato; (D-F): residuos basicos lisina e arginina.

Algumas sugestdes podem ser dadas a partir das observagdes descritas: (1)
as interacdes de uréia e sorbitol pelos residuos carregados ocorrem diferentemente,
dependendo da natureza do residuo (acido ou basico); (2) moléculas de uréia interagem

fortemente pelos residuos acidos Asp/Glu, sendo que tais interacdes ndo sao
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perturbadas pela adigdo de moléculas de sorbitol; (3) as interagdes Lys/Arg-uréia sdao
afetadas por sorbitol principalmente na segunda camada de solvatagao. Estes resultados
deixam claro a importancia dos residuos carregados (principalmente na forma acida)
para a dinamica de solvatacdo de proteinas por uréia. Neste sentido, o processo de
desnaturacao proteica promovido por uréia deve estar diretamente relacionado com as
fortes interacdes deste osmolito desestabilizante com os residuos Asp/Glu nas suas

formas acidas desprotonadas.

Ademais, o decréscimo da atividade enzimatica na presenca de uréia®® pode
ser explicado pela inibi¢cdo do sitio catalitico, isto é plausivel, pois os sitios cataliticos de
lipases sdo compostos essencialmente por trés residuos, aspartato ou glutamato,
histidina e serina (especificamente na BCL: Asp264, His286, Ser87),6970 sendo que os
residuos Asp/Glu podem ligar-se mais facilmente a moléculas de uréia. A partir destas
observagdes, uma hipdétese nos ocorre: a mutacdo de residuos carregados acidos na
superficie proteica, por residuos hidrofébicos, por exemplo, pode ser uma possivel
estratégia para aumentar a estabilidade de proteinas em meios contendo o desnaturante

uréia.

2.2.8. Fun¢oes de distribuicdo para atomos especificos e a

orientacdo preferencial dos solventes

As interagdes proteina-uréia sdao descritas nas secoes anteriores, onde
mostramos que a uréia interage fortemente com a superficie da enzima BCL, com alta
afinidade pelos residuos 4acidos Asp/Glu carregados. Estes residuos possuem
grupamento carboxilato que podem realizar ligacdes de hidrogénio (como aceitador de
ligacbes de hidrogénio) com grupamentos amida da uréia. Para entender como os
osmolitos se orientam na superficie da enzima BCL, aplicamos as fung¢des de distribuicao

gss considerando atomos especificos que compdem os solventes (Figura 2.10).

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



75
Capitulo 2. Solvatagdo competitiva da enzima BCL por sorbitol, uréia e dgua

3 l'l'l"'l"’l'llo rT eyl ™ T rirrlrrr
(A) oxigénio carbono 184(C) carbono |
1 —— hidrogénio | 8 oxigénio 4 | oxigénio
- total | — hidrog.-C4 o nitrogénio |
6 —— hidrog.-O4" | —— hidrogénio
b’? < total 4 total
4 -
l -
2
0

0 rFrrirfr e 0
2 4 5 6 7 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
Distancia (A Distancia (A) Distancia (A)
> (D)  hidrogénio-C ‘H.OH (i
4 - (sorbitol) - = I
1 carregados H— -_—0[1 P
3+ ——apolares HO—¢{—H H)N NH,
::J? 1 H—(C—O0H Uréia
2+ H—(—OH
l_' CH,OH
! Sorbitol
0 rrfyrfrprer
2 3 45 6 7
Distincia (A)

Figura 2. 10 Funcoes de distribuicdo soluto-solvente (gss) considerando atomos
especificos dos osmolitos e agua. (A) agua, (B) sorbitol e (C) uréia. (D) gss apenas para os

hidrogénios alifaticos do sorbitol e residuos especificos da enzima BCL.

A distribuicdo de agua em torno da proteina pode ser detalhada pela
orientacdo de seus atomos de hidrogénio e oxigénio, como mostrado na Figura 2.10A. E
possivel observar que moléculas de agua ligam-se a superficie proteica formando
ligagdes de hidrogénio tanto como doadoras quanto receptoras nas ligacdes, como
esperado, porém mais como doadoras do hidrogénio na ligacdo. Nenhuma alteracdo
significativa nestes perfis de gss foi observada com a adigdo dos osmdlitos sorbitol e

uréia.
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A Figura 2.10B mostra a disposi¢do dos atomos de sorbitol em torno da
enzima BCL, nenhuma diferenca significativa é observada com a adi¢io da uréia. E
possivel observar que o sorbitol age como doador de ligagdes de hidrogénio (linha rosa,
hidrogénio da hidroxila) e receptor (linha azul, oxigénio da hidroxila), sendo mais
frequentemente orientado como doador na ligacao. Estas diferentes orientacdes que
mostram o carater doador sdo confirmadas pelo primeiro pico das func¢des gss, que

ocorre em ~2 A para o oxigénio e mais orientado para hidrogénio ~1.7 A.

A funcdo de distribuicao gss sorbitol-proteina, considerando a proteina toda,
apresenta um pico largo, “ombro”, em ~2.2 A (Figuras 2.3B e 2.10B), indicando
sobreposicao de fungdes gss distintas. A separacao das distribuicdes associadas a cada
tipo de 4tomo possibilita identificar a contribui¢do unitaria que leva ao alargamento
deste pico, como mostra a fun¢do gss para os hidrogénios alifaticos do sorbitol (Figura
2.10B-linha vermelha), hidrogénios ligados aos atomos de carbono (hidrogénio-C). Este
resultado mostra que este alargamento ndo é devido as interagdes indiretas sorbitol-
proteina (mediadas por moléculas de agua, por exemplo), mas sim por intera¢des
diretas apolares do sorbitol com a proteina, que nao estdo presentes na agua e uréia.
Analisando com mais detalhes a solvatagdo dos tipos de residuos por sorbitol (Figuras
2.8D e 2.8F), é possivel ver que a distribuicio em ~2.4 A é dominante para as interacdes
com os residuos apolares (Figura 2.8F), tem importancia secundaria para os residuos
polares (Figura 2.8E) e tem pouca relevancia para os residuos carregados (Figura 2.8D).
Detalhes adicionais das interacdes apolares (realizadas por hidrogénio-C) podem ser
visualizados pelas fungdes gss considerando partes especificas da enzima BCL, de acordo
com os tipos especificos de residuos, mostrado na Figura 2.10D. Um resultado
importante é que para os residuos carregados, o pico associado com hidrogénio-C ocorre
acima de 2.5 A associado a um aumento da densidade local de ~2.2, que é uma
densidade relativa maior que a obtida para gss sorbitol-carregados mostrado
anteriormente na Figura 2.8D (~1.3), inclusive com pico observado ligeiramente mais
préoximo a superficie proteica, abaixo de 2.5 A. A interpretacio para isto é que os
hidrogénios alifaticos (hidrogénio-C) ndo sdao os atomos do sorbitol mais

frequentemente préximos dos residuos carregados.
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Para os residuos polares e apolares a contribui¢cdo dos hidrogénios alifaticos
na composicdo das funcgdes gss sorbitol-proteina é muito mais importante. Para os
residuos polares (Figura 2.8E), o pico de gss associado a distribuicdo de hidrogénio-C
estd mais proximo em comparacao com os residuos carregados (Figura 2.8D), e
levemente deslocado no “ombro” observado na distribuicdo total, considerando todos os
atomos de sorbitol, mostrado nas Figuras 2.3B e 2.10B. Isto é um indicativo que o
alargamento do pico de gss estd associado com as interagdes apolares realizadas pelos
hidrogénios alifaticos. A funcdo gss da distribuicao apolar-sorbitol (Figura 2.8F) é
praticamente predita pela distribuicdo considerando apenas os hidrogénios alifaticos
(hidrogénio-C), Figura 2.10D. Na Figura 2.8F existe um pequeno “ombro” em curtas
distancias, que é devido as ligacdes de hidrogénio do backbone da proteina com sorbitol,
porém todo o restante da curva de gss ¢ muito similar com o perfil obtido considerando
os atomos de hidrogénio-C. Portanto, sorbitol forma importantes intera¢des apolares
com residuos tanto polares quanto apolares, através de seus atomos de hidrogénio
alifaticos. Esta propriedade é particularmente importante, pois mostra que este osmoélito
interage com porg¢oes hidrofobicas da proteina, que sao negligenciadas por moléculas de

agua.

As fungdes de distribuicdo para os atomos especificos da uréia sdo mostrados
na Figura 2.10C (as fung¢des gss sdo muito similares na presen¢a do sorbitol). Neste caso,
é possivel ver claramente que a distribuicdo em torno de toda a enzima BCL é governada
pelas interacdes dos hidrogénios da amida. E possivel observar que a uréia realiza
ligagdes de hidrogénio com a superficie da enzima como receptora (linha azul) e
principalmente como doadora (linha rosa). Interessante observar que nenhum pico de
gss considerando isoladamente os 4tomos corresponde ao segundo pico em ~2.6 A,
indicando que este pico € devido a interagdes indiretas, intermediadas por moléculas de

agua, com a superficie da proteina.
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2.2.9. Perturbacao das interagdes Aagua-proteina promovida

pelos osmdlitos

As fungdes de distribuicio gss mostraram algumas propriedades
interessantes dos solventes. E importante destacar que, quando ambos sorbitol e uréia
estdo presentes na solucdo, as fun¢des de distribuicdo agua-proteina sao muito
semelhantes as fun¢des gss na auséncia de uréia. Isto significa que o sorbitol exerce papel
restaurador das energias-livre de solvatagdo da agua, que sdao desfavorecidas na
presenca de uréia. A interpretacdo destes fendmenos ndo é muito simples, pois fungdes
de distribui¢des similares implicam em uma ocupag¢do local que é proporcional a
concentracdo molar, onde a solvatacdo relativa por agua deve ser restaurada. Quando
comparamos os sistemas BCL-Sor-H:20 e BCL-Ure-Sor-H:0, fun¢bes gss agua-proteina
similares implicam em menos moléculas de agua interagindo com a superficie da
proteina, proporcionalmente a reducao na concentracao molar de agua resultante da
adicdo de uréia. Para distancia curta, podemos observar que esta reducdo na solvatagao
por agua coincide com as perdas de ligacoes de hidrogénio proteina-agua, mostrada na
Figura 2.6C. Ao mesmo tempo, vemos que uréia compete com sorbitol pelas ligacdes de
hidrogénio, deslocando o estabilizante (Figura 2.6D). Portanto, a restauracdo das
funcbes gss (no sistema BCL-Ure-Sor-H20) significa que moléculas de uréia deslocam
preferencialmente moléculas de sorbitol do que de agua. Isto pode ser visto na Tabela
2.2, onde o niumero de ligacdes de hidrogénio proteina-agua diminui somente em ~3%
com adicdo de uréia no sistema contendo agua e sorbitol (de ~186 para ~180 ligacdes
de hidrogénio). As concentra¢gdes molares de agua nestes sistemas variam de 49.25
mol-L-1 (BCL-Sor-H20) para 46.74 mol-L-1 (BCL-Ure-Sor-Hz0), ver Tabela 2.1, logo uma
reducdo de ~5%. As concentragdes sdo aproximadas porque dependem da estimativa do
volume da proteina. Considerando estas redugdes tanto da substituicdo das ligacdes de
hidrogénio proteina-agua quanto das concentracdes molares, deveriamos esperar um

pequeno aumento na funcdo gss proteina-agua no primeiro pico (distancia das ligacdes
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de hidrogénio), que é de fato observado na Figura 2.3A (inset). Se esta analise também
for realizada comparando a adicao de sorbitol no sistema com uréia e 4gua, podemos ver
que a ha um decréscimo de ~5% nas ligacdes de hidrogénio proteina-agua (de ~190
para ~180), sendo que o decréscimo na concentracao molar ocorre em ~11% (de 52.68
para 46.74 mol-L1). Portanto, sorbitol compete com agua deslocando-as através de
ligacdes de hidrogénio, porém este efeito € menor do que a reducdo na concentragdo de
agua. Isto logicamente implica em aumento no primeiro pico de gss referente a

interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio, que é claramente demonstrado na Figura 2.3A.

2.3. Conclusoes parciais

A aparente distribuicio homogénea dos osmoélitos sorbitol e uréia na
superficie da enzima BCL mostrou-se bastante complexa quando analisada através das
fungdes de distribuicdo. Apesar da complexidade envolvida nas interagdes moleculares
proteina-solvente, algumas conclusdes importantes podem ser sugeridas: (1) de forma
geral, a superficie da proteina é disputada por todos os solventes: dgua, sorbitol e uréia.
A solvatacdo da proteina é dinamica e heterogénea, fortemente dependente dos tipos de
residuos que constituem a enzima BCL e as caracteristicas dos atomos que compdem as
moléculas dos solventes; (2) sorbitol tem a capacidade de estruturar moléculas de agua
em curtas distancias (na primeira camada de solvatacao) e desloca moléculas de agua
em longas distancias, provavelmente devido ao seu volume. Por outro lado, uréia tem a
capacidade de deslocar moléculas de agua tanto da primeira quanto da segunda camada
de solvatacao. Interessante observar o efeito restaurador do sorbitol na distribuicdo de
agua em torno da proteina quando esta é perturbada por uréia; (3) existe uma
distribuicao caracteristicas dos solventes em torno do backbone da enzima BCL: agua
interage preferencialmente com os atomos do grupo carbonila (C=0), porém a
densidade relativa em torno destes atomos é menor que a obtida na solugdo. Sorbitol
interage fortemente com o backbone proteico (pico de gss em ~2.5 A), sendo estas

interacdes perturbadas na presenca da uréia. O desestabilizante uréia tem alta afinidade
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em curtas distancias pelos grupos carbonila. Interessante notar que a uréia é
desestabilizada por sorbitol somente em longas distancias do backbone; (4) as
distribuicdes das ligagdes de hidrogénio solvente-proteina sdo afetadas quando sorbitol
ou uréia (ou ambos) estao presentes na superficie da enzima BCL. A principal diferenca
¢ observada para a reducao das ligacdes de hidrogénio proteina-agua. Com adi¢do dos
osmdlitos, novas ligacdes de hidrogénio sdo formadas proteina-sorbitol e proteina-uréia,
sendo que o numero total de ligacdes de hidrogénio ndo é significativamente alterado.
Além disso, a disposicdo do sorbitol em torno da superficie da proteina aumenta o
tempo de sobrevivéncia das ligacoes de hidrogénio proteina-agua. Isto pode ser
explicado pelo volume ocupado pelas moléculas de sorbitol que excluem agua das
camadas mais distantes, desta forma evita que haja trocas de moléculas de dgua na
superficie da enzima BCL. Este efeito deve estar associado com o efeito estabilizador
promovido pelo sorbitol e pode ser investigado com mais detalhes futuramente; (5) A
estabilizacdo de 4gua na primeira camada de solvata¢do da enzima BCL, promovida pelo
sorbitol, ocorre principalmente nos residuos polares. Ademais, moléculas de agua sao
excluidas das camadas mais externas de todos os residuos, principalmente dos residuos
polares também. No caso da adigdo de uréia, ha forte competicao com deslocamento de
moléculas de agua, principalmente dos residuos carregados. O efeito de prote¢do do
sorbitol pode ser visualizado pela manutenc¢do das fun¢ées de distribuicdo gss proteina-
agua (entre os sistemas BCL-Sor-H20 e BCL-Ure-Sor-H20) com perfis muito semelhantes
em praticamente todos os residuos em todas as distancias; (6) Moléculas de agua sao
desestabilizadas por uréia, especialmente, na primeira camada de solvatacdo dos
residuos acidos Asp/Glu. Por outro lado, sorbitol atua estabilizando agua em torno dos
residuos basicos Lys/Arg. Interacdes carregados-sorbitol sdo menos perturbadas por
uréia nos residuos acidos do que nos basicos. Como o comportamento competitivo ndo é
simétrico, as interagbes carregados-uréia, na presenca de sorbitol, permanecem
praticamente inalteradas nos residuos acidos e somente afetadas em longas distancias
para os residuos basicos; (7) Analises mais detalhadas mostraram que existe uma regiao
entre a primeira e a segunda camada de solvatacio (~2.4A) onde o sorbitol é
frequentemente encontrado interagindo com a enzima BCL, isto é possivel devido as
interacOes realizadas pelos seus hidrogénios alifaticos. Acreditamos que esta interacao

pode ser responsavel por parte do efeito estabilizador desempenhado pelo sorbitol.
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Simulacées de Dindamica Molecular foram realizadas para obter uma
descricao de facil compreensdo e detalhada da dindamica de solvatacdo da superficie da
enzima BCL quando os dois osmdlitos sorbitol (estabilizante) e uréia (desnaturante)
estdo presentes em meio aquoso. Estes resultados mostram que os modelos
termodinamicos simples (exclusdo dos solventes de forma particionada da superficie
proteica) ndo podem explicar satisfatoriamente a complexidade das interagdes em nivel
molecular, e que a interpretacdo das interacdes sorbitol-proteina e uréia-proteina
(mostrados em detalhes aqui), bem como o uso destas informac¢des devem
necessariamente levar em conta a natureza quimica dos residuos da proteina e as
caracteristicas dos atomos que compdem os osmdlitos. Com isso, esperamos que as
interpretacgoes, apontadas até o presente momento, possam guiar futuros trabalhos que
avaliam estabilidade de proteinas em meios ndo-aquosos, e possibilitar abordagens mais

racionais tanto para desenvolvimento de solventes quanto de proteinas.

Os resultados e discussdes apresentados neste Capitulo estdo detalhados no trabalho:

Oliveira IP, Martinez L. Molecular basis for competitive solvation of the Burkholderia
cepacia lipase by sorbitol and urea. Phys Chem Chem Phys. 2016;18(31):21797-21808.
doi:10.1039/C6CP01789D.
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Microsolvatacido da enzima BCL por uréia:
consideracoes sobre o estado de protonacao

dos residuos acidos Aspartato e Glutamato
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As proteinas sdo formadas pela juncdo de aminoacidos (via ligagcoes
peptidicas) com cadeias laterais com diferentes propriedades moleculares,
especialmente em termos de polaridade. As cadeias laterais de aminoacidos podem
interagir com outros residuos da prépria proteina ou com solventes através de varias
interagdes intermoleculares, incluindo apolares, dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio e
eletrostaticas.’>72 O balan¢o do conjunto de intera¢des proteina-proteina e protein-
solvente é importante para determinar qual estado da proteina sera estabillizado, de
acordo com o deslocamento no equilibrio Nativoe>Desnaturado.>9 Neste sentido, a
estabilidade de proteinas esta diretamente relacionada com perturbagdes que possam

ocorrer em sua solvatagdo.”3

Sabe-se que moléculas de uréia sdo agentes perturbadores de proteinas.’47>
O mecanismo envolvido no processo de desnaturagdo proteica por uréia é
frequentemente associado a perda das interagdes proteina-proteina, possivelmente
substituidas por novas interagdes proteina-uréia.3* No entanto, detalhes sobre como
este processo se inicia ainda sdo desconhecidos e precisam ser avaliados. Em geral,
modelos disponiveis na literatura sugerem que a uréia deve interagir diretamente com
os residuos protéicos superficiais, excluindo moléculas de agua para regides mais
distantes da proteina.3® Detalhamos no Capitulo 2 como esta solvatacdo ocorre, em
funcdo das caracteristicas das cadeias laterais dos residuos. Além disso, algumas
discussOes na literatura consideram que o efeito desnaturante provocado pela uréia
possa estar associado as interacbes que ocorrem diretamente no backbone das
proteinas.34 De fato, estas duas hipoteses foram confirmadas por nés, onde observamos
alta afinidade de moléculas de uréia pela superficie proteica (~6x mais concentrada na
primeira camada de solvatagdo em relagdo ao bulk da solugdo), além de alta densidade
relativa de moléculas de uréia ligadas ao backbone protéico através de ligacdes de
hidrogénio (uréia-NH:--0=C-backbone).”’® Uma andalise mais detalhada revelou onde a
uréia liga-se prefrencialmente, sendo altamente concentrada nos residuos carregados da
proteina, especialmente nos residuos acidos Asp e Glu.’¢ Esta propriedade sera

investigada com mais detalhes neste Capitulo.
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Diversos trabalhos experimentais tém mostrado que proteinas geralmente
tendem a se desnovelar ou perder sua capacidade catalitica com o decréscimo no pH do
ambiente em que se encontram. Além do sistema com pH acido ser por si s6 altamente
desnaturante, a adicdo de uréia faz com que a proteina seja mais facilmente
desnovelada,’”-7? como foi demonstrado, por exemplo, para a enzima proteolitica SB
(Stem Bomelain), que contém 17 residuos de Asp/Glu na estrutura (8% dos 212 que
compdem a sequéncia completa).80 Contudo, as discussées sobre como a solvatacao
proteina-uréia ocorre em funcdo das alteragdes do pH, ainda ndo convergiram para uma
clara definicdo de como as moléculas de uréia devem estar associadas a proteina. Neste
Capitulo, mostraremos como ocorre a solvatacao proteica por uréia e agua dependente
da protonacao dos residuos acidos Asp/Glu. Os resultados apresentados levarao uma
reinterpretacdo da solvatagdo preferencial como principal mecanismo de desnaturacao

induzida por uréia.

3.1. Metodologia

Para fazer o estudo de solvatacdo por uréia com variacdes no estado de
protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu, utilizamos simula¢des de Dinamica Molecular
partindo da estrutura cristalografica da enzima BCL (Burkholderia cepacia lipase)
disponivel no banco de dados PDB (Protein Data Bank 1D:1YS1),2223 detalhado
previamente na secao 2.1. A topologia do estado protonado foi gerada utilizando o
programa psfgen, contido no pacote de programas do NAMD,8! utilizando os parametros

CHARMM adequados para cada estado de protonacao.
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3.1.1. Simulag¢des de Dinamica Molecular

Para estudar a dinamica de solvatagao proteica, nos aplicamos as simulagdes
de Dindmica Molecular convencionais, adotando a estrutura da enzima BCL
(Burkholderia cepacia lipase PDB ID: 1YS1) como proteina modelo,2223 sendo removido
o ligante complexado, acido hexilfosfonico (R)-2-metil-3-fenilpropil éster, da estrutura
cristalografica. As caixas de simula¢do foram construidas com o programa Packmol,>*
contendo a proteina centralizada e moléculas de agua, ions Na* e Cl- para neutralizar

cargas do sistema.

Os sistemas foram equilibrados de acordo com protocolo-base adotado na
tese: (I) com todos os atomos da enzima BCL fixos realizou-se a relaxacao dos solventes
com 1000 passos de minimizacdo de energia pelo método de Gradientes-Conjugados
(GC) seguidos de 200 ps de simulacdo MD; (II) mantendo somente os atomos de
carbonos alfa (Ca) da proteina fixos, 500 passos de minimizacao GC foram realizados,
seguidos de mais 200 ps de simulacao MD; (III) sem fixar nenhum atomo da enzima BCL

foi realizada simulagdao MD de 2,2 ns.

As coordenadas e velocidades finais da etapa de equilibragdo foram utilizadas
para iniciar os calculos das trajetérias das simulacdes MD. Trajetérias de 40 ns foram
simuladas em ensemble NPT em temperatura de 298.15 K e pressdo de 1 atm. O controle
da pressao foi mantido pelo barostato de Langevin (com periodo de 200 ps, e tempo de
decaimento de 100 ps) e temperatura de 298.15 K. A temperatura foi mantida constante
através da dinamica de Langevin (com frequéncia de perturbacdao de 10 ps1). O campo
de forca CHARMM foi utilizado tanto para a proteina quanto para os solventes (agua e
uréia),>>>¢ adotando o modelo TIP3P para a agua.5? As simulag¢des foram computadas
com o programa NAMD*8 e as visualizacdes obtidas com VMD.>8 Foram confeccionados
quatro sistemas de simulacdo para estudar a dinamica de solvatacdo da BCL,
apresentados na Tabela 3.1. Para todas as condi¢des descritas, cinco simulagdes MD
foram realizadas empregando o protocolo descrito acima, totalizando 800 ns (4 sistemas

x 5 simulagdes x 40 ns). As andlises dos resultados foram realizadas utilizando o pacote
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de ferramentas do MDAnalysis, incluindo rmsd (root mean square deviations) ligacoes de
hidrogénio, fun¢des de distribui¢cdo soluto-solvente (gss) e integrais de Kirkwood-Buff

(KBI).60

Tabela 3. 1 Detalhes dos sistemas simulados. Cinco simula¢des independentes de 40 ns

foram realizadas para cada sistema.

Quantidade de Moléculas
Concentrag¢dao(mol-L-1)

Sistema Notacao
Agua Uréia
1 Proteina + Agua 20800 0
Asp/Glu desprotonado 55,49
5 Proteina + Agua + Uréia 20800 400
Asp/Glu desprotonado 52,68 1,01
3 Proteina + Agua 20800 0
Asp/Glu protonado 55,49
4 Proteina + Agua + Uréia 20800 400
Asp/Glu protonado 52,68 1,01

3.1.2. Integrais de Kirkwood-Buff (KBI)

As interagdes proteina-solventes podem ser estudadas através das integrais
de Kirkwood-Buff (KBI).8283 Esta teoria de solugdes (Kirkwood-Buff theory), de
abordagem mecanico-estatistica, foi desenvolvida inicialmente por John G. Kirkwood
(1907-1959) e Frank P. Buff (1924-2009), tendo como marco inicial um trabalho
publicado no comec¢o da década de 1950.82 A aplicacao desta teoria possibilita obter
informagbdes termodinamicas de cunho  macroscépico a partir do calculo das
distribuicdes dos solventes em torno de solutos, a partir das fungdes de distribuicao

(RDFs).82.84
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Esta metodologia é uma ferramenta poderosa para investigar propriedades
termodinamicas de solugdes de acordo com a distribuicdo de solventes em torno de
solutos® podendo, inclusive solutos serem macromoléculas biologicas, como
proteinas.8687 Para o calculo das integrais de Kirkwood-Buff, primeiro é necessario
computar as fungdes de distribuicdo, que devem ser usadas como input para obter as

KBI, dadas pela Equacéo 3.1.

Gjj :f [g; (r) - 1]4nr*dr Eq.3.1
0

onde, g;;j € a fungdo de distribuigdo radial (RDF) para os pares ij soluto-solvente.

Podemos entender o significado das integrais KB usando um modelo simples
como, por exemplo, a adicdo de um soluto em um recipiente contendo um determinado
solvente. Neste caso, o solvente pode assumir dois comportamentos: ser atraido pelo
soluto ou ser repelido. Nos dois casos, ha um volume deslocado do solvente

comparativamente ao seu estado inicial, como mostrado na Figura 3.1.

_— soluto Volume de
) i g ’ solvente excluido

:
Volume de =~ f[(—=x}-------------1 < W < T 2

solvente atraido

Figura 3. 1 Comportamento do solvente em uma solu¢ao quando soluto é adicionado.

Variagdes no volume sdo observadas de acordo com a afininidade soluto-solvente.
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Neste caso, vamos considerar o volume do recipiente (V) fixo. Na condigao 1,
auséncia do soluto, o solvente tem concentragdo (moléculas/volume) c;, com namero de
moléculas contidas no recipiente dado por N:(V) =c; V. Com a adi¢do do soluto, parte do
solvente é excluido para fora do recipiente (solu¢do 3). O nimero de moléculas de
solvente excluido é dado pela simples diferenca entre as quantidades dentro do
recipiente nas solugcdes 1 e 3 (Ni(V) - N3(V)). De forma semelhante, o nimero de
moléculas de solvente atraido, necessario para completar o volume (V), é dado pela
diferenca entre as quantidades dentro do recipiente nas solugoe 1 e 2 (N2(V) - N1(V)).
Em ambas as situa¢des, o nimero de solvente deslocado corresponde a um volume de

solvente puro, dado pelas Equacoes 3.1 e 3.2, para as solugdes 2 e 3, respectiavmente.

N,(V) = N.(V)
AVsotvente =

Eq.3.1
C1 1

N, (V) - N3(V)
AVsolvente =

Eq.3.2
(o5} 1

Podemos definir uma funcdo (G(V)) que associa a variacdo de volume do

solvente com a adicdao de soluto em mols (Nsoo): G(V) = * AV /Nsouto . Logo, G(V) assume

Ny (V)- N1 (V)

as seguintes formas para as soluc¢des 2 e 3, respectivamente: G (V) =
C1Msoluto

(volume

_ Ni(")- N3 (V)

C1Msoluto

de solvente atraido) e G(V) = (volume de solvente excluido). Neste

sentido, G(V) informa o deslocamento volumétrico de solvente por mol de soluto

adicionado.

A associacdo destas propriedades macroscopicas com as propriedades

microscopicas de dstribuicdo do solvente pode ser realizada como descrito a seguir. O

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



89
Capitulo 3. Microsolvatagdo da enzima BCL por uréia: consideragées sobre o estado de
protonacdo dos residuos dcidos Aspartato e Glutamato

calculo do numero de moléculas de solvente é realizado pela integral em todo o volume
de acordo com a concentracdo do solvente. Portanto, os nimeros de moléculas de
solvente em cada solugdo (1, 2 e 3) sdo dados por: N;(V) = fv ¢;()dV . Neste caso,

(c; (7)) é a concentracgio de solvente a uma distancia 7 da solu¢do. Com isso, as fungdes

G(V) podem ser calculadas para as solugdes 2 e 3, de acordo com as Equacdes 3.3 e 3.4 a

seguir:
1 1 - -
GV)=—[N,(V) —N;(V)] = ——— U c,(r)dV - f C1(7”)dVl Eq.3.3
C1NMgoluto C1NMgsoluto 1%
1 1 N N
GV)=—[N;(V) =Ny (V)] = ——— U- c3(r)dV —f cl(r)dVl Eq.3.4
C1Msoluto C1Msoluto 174

Considerando que na solu¢do 1 a concentracao de solvente (c;) é constante

em toda a sua extensao, a fun¢ao G(V) pode ser expressa pelas Equagdes 3.5 e 3.6.

1 c,(7) c1 () 1 Q)
G(V) Ngotuto If Cl(r) - f Cl(r) dvl h Ngoluto lJV Cl(r) am -f dvl

2 (7) l
= — -1 dV Eq.3.5
Nsoluto f Icl (T) q

_ 1 a® a® ] __1 [[ a®
G(V) a Nsoluto If Cl(r) V- f Cl(r) dvl a Nsoluto lJV Cl(r) am -f dvl

— c3(7)
- Nsoluto f Icl (T') l Eq. 3.6
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c2 ()
c1 (™)

A partir da definicio das fung¢des de distribuicdo como g(¥) =
(.‘3(77
Cl(F

g@) = i, a funcao G(V) assume sua aparéncia mais conhecida, mostrada na Equacao

3.7. Com g(7) assumindo perfil distindo para cada uma das solugdes 2 e 3, de acordo

com o deslocamento de solvente.

GW) =

f [g(#) - 1]dV Eq.3.7
v

soluto

Neste caso, fica claro que G(V) expressa um volume de solvente atraido ou

excluido pela adicao de n mols do soluto.

Do ponto de vista mais pratico, a integral até uma determinada distancia r, é
o volume de solvente até tal distancia na presenca do soluto, comparativamente ao
volume de solvente neste mesmo r na auséncia do soluto. Portando, esta integral pode
assumir valores positivos ou negativos, dependendo do acimulo ou repulsdo de solvente

proximo ao soluto, respectivamente.

Nesta tese, no entanto, utilizamos uma func¢do de distribuicdo ligeiramente
diferentes das tradicionais RDFs. Aqui, as func¢des de distribui¢do gss consideram r como
a menor distincia entre soluto-solvente e ndo os centros de massa das usuais gm),
descritas previamente na secdo 2.1.2. Contudo, estas funcbes, se devidamente
normalizadas, podem ser utilizadas para obtenc¢do de propriedades termodindmicas de

forma semelhante as RDFs.59

Os valores da integral G devem ser positivos, caso o solvente se encontre
preferencialmente préximo a superficie da proteina ou negativos, caso seja
preferencialmente excluido para o bulk da solug¢do. Com isso, a aplicacao destas integrais
neste trabalho permite discutir de forma detalhada e quantitativa a solvatacao

preferencial por diferentes componentes do solvente, e como as alteracdes no estado de
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protonacdo dos residuos Asp/Glu podem alterar as afinidades proteina-agua e proteina-

uréia nas primeira e segunda camadas de solvatacao.

3.2. Resultados e discussoes

3.2.1. Alteragoes conformacionais da enzima BCL

Analises conformacionais da proteina, de acordo com o calculo de rmsd,
revelaram influéncia do desnaturante uréia, aumentando os valores de rmsd (Figura
3.2). Este aumento de rmsd nao foi alto, indicando que o processo de desnovelamento
proteico deve ocorrer numa escala de tempo de simulacdo maior. No entanto, a proteina
se distancia da estrutura cristalografica em ambos os casos (Asp/Glu protonados ou
desprotonados). Podemos ver que o deslocamento é mais evidente quando os residuos
Asp/Glu estdo em suas formas protonadas, mostrado na Figura 3.2A. Este aumento na
mobilidade pode ser explicado pela perda da efetividade das ligacdes de hidrogénio
proteina-proteina realizadas pelas cadeias laterais dos residuos Asp/Glu, este aspecto
serda discutido adiante. Interessante notar que o rmsd da proteina (com Asp/Glu
desprotonados) apresenta uma frequéncia de amostragem muito bem definida em torno
de ~2,0 A, mostrado na Figura 3.2B, quando a enzima esta na presenca somente de agua,
sendo deslocado para valores maiores de rmsd quando uréia é adicionada no sistema.
Isto pode ser explicado pelo fato de moléculas de uréia apresentarem alta afinidade pela
forma desprotonada da proteina, que serd detalhada adiante neste Capitulo. Com a
analise separada da mobilidade de cada residuo (Figura 3.2C), é possivel observar que
algumas regides sdo mais moveis na presenca de uréia, comparativamente a presenca
somente de dagua, destacado pelas setas na figura. Interessante observar a alta

mobilidade do dominio U1.

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



92

Capitulo 3. Microsolvatagdo da enzima BCL por uréia: consideragdes sobre o estado de

protonacdo dos residuos dcidos Aspartato e Glutamato

Asp/Glu protonado . Asp/Gludesprotonado
0.4 v T v T v T v . v T - T v T v
s {(A) s {(B)
®034 . > 1 %0.3- g
2 Proteina + Agua { =R R W
B0:24 S0.24 oteina + Agua
(%] P £
c roteina + g —— ‘
g Agua + Uréia S ateina
0.1+ - 80.14 Agua + Uréia -
ol el )
0.0+ T T Y 0.0+ T
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i rmsd (A) rmsd (A)
10-(C) ¥

dominio U1 dominio U2
|—— dominioC — _

Proteina + Agua + Uréia
Proteina + Agua
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Nimero do residuo da enzima BCL

Figura 3. 2 Distribuicdo relativa dos valores de rmsd para a enzima BCL considerando

os atomos do backbone e da cadeia lateral. Em (A) Asp/Glu protonados e (B) Asp/Glu

desprotonados, e comparag¢ao com adicao do desnaturante uréia (sombra verde guia-

referéncia). Em (C) valores de rmsd para cada residuo da enzima BCL (estado

protonado), mostrando que o aumento nos valores de rmsd esta associado

principalmente ao dominio U1, mantendo o nucleo hidrofilico (dominio C) mais rigido.21

A esfera vermelha é o ion CaZ?*.
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As andlises dos resultados de rmsd mostram que a proteina desvia levemente
de sua estrutura cristalografica inicial quando Asp/Glu estdo protonados (situacao
simulando um ambiente com pH acido), neste caso especifico a regido que apresenta
maior mobilidade é o dominio U1, que estd diretamente relacionado com a abertura do
sitio catalitico da enzima BCL.2169 Além disso, a Figura 3.2A mostra que a adi¢do de uréia
possibilita amostragens de altos valores de rmsd (~4 A), sugerindo que a adicio do
desnaturante faz com que a proteina acesse estados conformacionais distantes do
estado nativo. Portanto, em uma situacdo em que a proteina esteja imersa em um
ambiente de pH 4acido, a adicdo de uréia aumentou levemente a mobilidade proteica.
Este resultado deve ter correlagio com o fato de que a uréia é um desnaturante mais
eficiente em condi¢coes de baixo pH, conforme evidenciado experimentalmente, por

exemplo, para RNase de Rhizopus stolonifer.88

3.2.2. Perturbacao das ligacoes de hidrogénio

Moléculas de 4agua e wuréia competem entre si para interagirem
preferencialmente pelos residuos da superficie proteica, sendo que moléculas de agua
sdo claramente deslocadas por moléculas do desnaturante. Isto tem como efeito
imediato a reducdo do numero total de ligacbes de hidrogénio proteina-agua, como
discutido no Capitulo 2.7¢ Mostramos que moléculas de uréia possuem alta afinidade
pela proteina, principlamente por residuos carregados e polares, especialmente com
Asp/Glu através de ligacdes de hidrogénio muito bem orientadas (uréia-NH---0=C-
Asp/Glu), com moléculas de uréia atuando principalmente como doadoras nas ligacdes

de hidrogénio.

O deslocamento do equilibrio quimico para a forma protonada dos residuos
Asp/Glu tem impacto imediato nas ligagdes de hidrogénio proteina-uréia, como
mostrado na Figura 3.3B. Este mesmo decréscimo nas ligacdes de hidrogénio também é

observado para as intera¢des proteina-agua, mostrado na Figura 3.3A, sendo explicado
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igualmente pela perda das orientacdes agua---Asp/Glu e uréia---Asp/Glu. Partindo-se
desta informacao, podemos mostrar que, quando os residuos acidos Asp/Glu estdo
protonados, ocorre perda de afinidade de ambas as moléculas de dgua e uréia pela
superficie proteica, dada pelo decréscimo no nimero de ligagdes de hidrogénio. Este
resultado é importante, pois mostra que em uma situacdo em que o pH do ambiente é
acido (com os residuos de Asp/Glu em seus estados protonados) o aumento do carater
desnaturante da uréia, observado experimentalmente,® nido deve estar associado as
interacdes uréia---Asp/Glu, tendo em vista a perda significativa destas interacgoes.
Portanto, a afirmacdo de que a desnaturacdo induzida por uréia em pH acido deve ser
uma consequéncia do aumento das interagdes com a superficie proteica, deve ser
investigada com mais detalhes, principalmente considerando os resultados

apresentados aqui de decréscimo deste tipo de interacdo especifica.

Quando os residuos acidos Asp/Glu estao nas suas formas protonadas, a
enzima BCL apresentou maiores mobilidades conformacionais, como mostrado na
Figura 3.2, de acordo com os maiores valores de rmsd. Agora, podemos sugerir que esta
mobilidade maior pode estar correlacionada com o fato de os residuos Asp/Glu
protonados perderem parte da capacidade de formarem ligacdes de hidrogénio bem
orientadas com os proprios residuos da proteina, como mostrado na Figura 3.3C e,
especificamente para os residuos de Asp/Glu ndo superficiais na Figura 3.3D. A presenca
de uréia ndo afeta significativamente a distribuicdo das ligacdes de hidrogénio proteina-
proteina, conforme ja esperado devido ao tempo de simulacao. Contudo, efeitos mais
evidentes provocados pelo desnaturante podem ser observados, por simulacdes de
Dinamica Molecular, especialmente em altas concentracdes de uréia para pequenos

peptideos acima da temperatura ambiente.3>

Sabemos que a solvatacao pela superficie proteica é altamente competitiva.
Além disso, moléculas de agua e uréia interagem fortemente umas com as outras. .>0.89
Como o sistema é competitivo, a perda de afinidade pela superficie proteica (decréscimo
nas ligacdes de hidrogénio) pode aumentar a afinidade agua-uréia nas camadas

superficiais, fazendo com que a hidratacdo da proteina seja comprometida.
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(A) proteina-dgua C) proteina-Asp/Glu
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Figura 3. 3 Correlacdo entre as ligacdes de hidrogénio e a solvatacdo da enzima BCL: (A)
proteina-agua e (B) proteina-uréia. Em (C) o nimero de ligacdes de hidrogénio entre
proteina-Asp/Glu e (D) o nimero de ligacdes de hidrogénio entre proteina-Asp/Glu
considerando somente os residuos acidos nao superficiais (Aspss-Glui97-Asp228-Asp23e-

Asp2az-Asp2esa-Asp2gs-Aspese) destacados em verde na estrutura tridimensional.
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3.2.3. Aspz64: dependéncia da mobilidade com o estado de

protonacao

A forma protonada dos residuos de Asp/Glu faz com que, de forma geral,
aumente a mobilidade proteica (Figura 3.2), de acordo com aumento nos valores de
rmsd para todos os residuos que compdem a proteina. No entanto, se analisarmos
especificamente o residuo de Aspzss que compde a triade catalitica da enzima BCL
(Serg7-Aspze4-His2g6),°° um comportamento contrario é observado, conforme mostrado
na Figura 3.4. Neste caso, a forma protonada de Aspzs4 (Figura 3.4A) apresenta menores
valores de rmsd quando comparado com a forma desprotonada (Figura 3.4B). Isto pode
ser explicado pela formacao de ligacdo de hidrogénio com o anel imidazol da cadeia
lateral de Hiszgs, especificamente Aspzs4 atuando como doador da ligacdao de hidrogénio.
A Figura 3.4B mostra que a forma desprotonada contribui mais para a mobilidade do
Asp2es, que pode ser devido as interagdes com a cadeia principal (backbone-NH:--0=C-
Asp) dos residuos vizinhos, especialmente com Hiszgs. Esta proximidade, em ambas as
situacdes, se deve ao papel direto desempenhado por estes residuos na reacgao
biocatalitica promovida pela enzima BCL, conforme mecanismo proposto para esta
proteina.39091 De forma resumida, estes resultados mostram que o deslocamento nas
formas Protonadoaspzes<>Desprotonadoaspzes tem impacto direto nos estados
conformacionais amostrados pelo residuo de Aspzs4, sendo que a Hiszge estabiliza a
forma protonada através de seu anel imidazol. Podemos tentar correlacionar este
resultado com dados experimentais, pois é de conhecimento que a enzima BCL
apresenta maxima atividade catalitica em pH levemente acido para neutro.’87992 Aqui,
conseguimos observar que, numa suposta condicdo acida, o residuo de Aspzes se
mantem muito bem orientado, préoximo de Hiszgs, portanto, possivelmente, capaz de
participar mais efetivamente do mecanismo catalitico. Contudo, estudos mais detalhados
devem ser feitos para investigar a relacdo da protonacao de Aspzes4+ com a atividade

catalitica da enzima BCL.
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Figura 3. 4 Mobilidade conformacional do residuo Asp2s4, que compoe a triade catalitica
de enzima BCL (Sers7-Aspzes-Hiszss).33 Em (A) é possivel observar que a forma
protonada apresentou menores desvios da estrutura cristalografica inicial, devido a
realizacdo de ligacdes de hidrogénio com Hiszgs, Aspz64 atuando como doador na ligagao.
(B) mostra que a forma desprotonada do residuo Aspzs+ € mais flexivel, com maiores
valores de rmsd amostrados. No estado desprotonado, ligacdes de hidrogénio formadas
entre o Aspzes4+ com o backbone da Hiszgs foram frequentemente amostradas, detalhadas

na simulacao 3 (S3).

3.2.4. Perfil da distribuicdao de agua e uréia em torno da proteina

de acordo com o estado de protonacao de Asp/Glu

A microsolvatacdo proteica pode ser investigada em detalhes através das

fun¢bes de distribuicdo soluto-solvente (gss), mostradas na Figura 3.5. Esta ferramenta é
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adequada para este estudo, pois possibilita avaliar a estrutura dos solventes nas
proximidades da proteina. Além disso, aplicacdo posterior das integrais de Kirkwood-
Buff permite associar um volume de solvente excluido ou acumulado no dominio da

proteina.84

A Figura 3.5A mostra que distribuicdo de agua na superficie proteica é
levemente afetada pela protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu. Ocorre uma pequena
perturbacdo nas ligacées de hidrogénio (dgua:--Asp/Glu), indicada pelo decréscimo no
primeiro pico de gss. Este fato tem como consequéncia o deslocamento de agua para a
segunda camada de solvatacdo, de acordo com o aumento observado no segundo pico de
gss (aumento da densidade relativa de agua na segunda camada de solvatagdo). Por outro
lado, a distribuicdo de uréia em torno da proteina é altamente perturbada pela
protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu, como mostra a Figura 3.5B. Interessante
observar a perda de afinidade de interacdes proteina-uréia na primeira camada de
solvatacio em ~1.8 A (desorientacdo das ligacdes de hidrogénio uréia-NH:--0=C-
Asp/Glu), mas a segunda camada de solvatacdo é levemente estabilizada, como indicado
pelo pequeno aumento da densidade relativa nas fungdes gss (segundo pico). Contudo,
ainda é possivel observar uma alta densidade relativa de uréia na superficie proteica,
mesmo depois da protonac¢do dos residuos Asp/Glu, de acordo com o decréscimo de gss

na primeira camada de solvatagdo (de ~5.6 para ~4.0).

As Figuras 3.5C e 3.5D mostram as integrais de Kirkwood-Buff (KBI),
correspondentes as distribuicbes de agua ou uréia em torno da proteina. Podemos
observar que ocorre exclusdao de ambos os solventes em curtas distancias (menores do
que ~1.67 A), isto é devido a repulsio estérica entre atomos dos solventes e atomos da
proteina (gss < 1), que leva a valores negativos da integral. Na primeira regidao de
concentracdo do solvente (~1.67 < distancia (A) < ~2.21), ocorre formacio de ligacdes
de hidrogénio mais bem orientadas, com os solventes atuando como doadores das
ligacbes de hidrogénio.”’® A segunda regido com alta densidade relativa de solvente
(~2.21 < distancia (A) < ~3.31), faz com os valores de KBI se tornem menos negativos,
dada pelo acimulo de solventes nas duas camadas de solvatacdo. Os valores de Gss

convergem para valores diferentes de acordo com os estados de protonacdo dos
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residuos acidos Asp/Glu. Os solventes sdo atraidos menos efetivamente pela superficie
proteica quando os residuos Asp/Glu estdo em suas formas protonadas (linha verde
sempre abaixo da linha azul), como mostrado nas Figuras 3.5C e 3.5D. Além disso, é
possivel observar que a perda de afinidade pela superficie proteica é muito mais
evidente para as moléculas de uréia, mostrando que o estado de protonacdo dos
residuos acidos Asp/Glu é muito importante para determinar como as moléculas de
uréia estdo distribuidas na superficie proteica. Neste sentido, estes resultados mostram
que em pH Aacido, as interacdes proteina-uréia sdo perturbadas. Portanto, a
desnaturacdo proteica em pH acido, induzida por moléculas de uréia, resulta de forma

ndo trivial das interacdes diretas proteina-uréia.

Utilizamos as integrais de Kirkwood-Buff para avialiar o acimulo dos
solventes nas duas camadas de solvatacdo da enzima BCL. Com isso, a estrutura dos
solventes nestas camadas mais préximas da superficie proteica pode ser estudada, e
estdo ilustrados nas Figuras 3.5E (proteina + dgua) e 3.5F (proteina + agua + uréia). As
areas calculadas em baixo dos picos maximos, referentes a cada camada de solvatacao,
foram utilizadas para determinar o acimulo de moléculas de dgua ou uréia na primeira

ou na segunda camada de solvatacao, como descrito mais adiante.
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Figura 3. 5 Efeito do estado de protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu na distribuicao
de solvente na superficie proteica. (A) e (B) fun¢des de distribuicdo soluto-solvente (gss)
de acordo com a alteragdo no estado de protonagao dos residuos Asp/Glu. (C) e (D)
mostram os valores das integrais de Kirkwood-Buff (KBI ou Gss) para proteina-agua e
proteina-uréia. (E) e (F) mostram as primeiras derivadas de KBI em relacdo a distancia.
Insets: mostram a primeira camada de solvatacao (FSL - do inglés First Solvation Layer)

e a segunda camada de solvatacao (SSL - do inglés Second Solvation Layer).

Os resultados sugerem que o efeito de desnaturagdo proteica em pH acido e
favorecido por uréia, observado experimentalmente, %> ndo é, necessariamente,
resultado exclusivamente de interacdes Asp/Glu---uréia na primeira camada de

solvatacdo de proteinas. Caso existisse uma dependéncia direta, o efeito do desnaturante
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uréia deveria ser mais pronunciado em alto pH, dado pelo acimulo de uréia préximo aos
residuos acidos Asp/Glu desprotonados. Interessante observar que dados experimentais
mostraram a capacidade de proteinas manterem suas estruturas secundarias mesmo em
pH alcalino, inclusive com alta concentragdo de uréia.”? Estes resultados sugerem que,
apesar do desnaturante uréia estar muito bem orientado formando ligacdes de
hidrogénio com os residuos Asp/Glu (uréia-NH---0=C-Asp/Glu) na forma desprotonada,
isto ndo deve ser o principal componente para favorecer o desnovelamento protéico

induzido por uréia.

3.2.5. Andlise da microsolvatacdo proteica de acordo com a

alteracao do estado de protonacao de Asp/Glu

A solvatacdo proteica por agua e uréia para uma larga camada de solvatacao
(distancia até 10 A) foram apresentados nas Figuras 3.6A-C (de acordo com

Gss=f(gssm—1)dV(r), descrito na secdo 3.1.2). Estes valores de KBI podem ser

correlacionados com a concentragdo de uréia, fornecendo um parametro de interagao
preferencial (T'),°¢°7 uma estimativa do volume molar de excesso do osmélito, podendo
ser positivo ou negativo, de acordo com a afinidade pela superficie proteica. O calculo de
['uréia € calculado a partir de Gss e da concentracao de uréia:

mol cm3 cm3
Tursia = Concy,giq (T)x (Ggsproteina ---uréia)(w) - (Gysproteina -+ égua)(ﬁ)

Asp/Glu desprotonados: Asp/Glu protonados:

[urea] = 1,01 mol/L [urea] = 1,01 mol/L

G(prot-agua) = -25766,60 cc/mol G(prot-agua) =-26234,00 cc/mol
G(prot-urea) =-8566,98 cc/mol G(prot-urea) =-11758,60 cc/mol
['=1,01x[(-8566,98)-(-25766,60)] = ['=1,01x[(-11758,60)-(-26234,00)] =
17371,62 cc/L ou 17,37 14620,76 cc/L ou 14,62
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Podemos observar que ambos os valores de I' sdo positivos, mostrando que a
superficie proteica é preferencialmente solvatada pela uréia, independentemente do
estado de protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu. Porém, podemos observar que o
parametro de interacdo preferencial I' é ~14,62 quando Asp/Glu estdo protonados,
aumentando cerca de 19% para ~17,37 quando Asp/Glu estdo na forma desprotonada.
Isto mostra que, em um ambiente acido, a protonag¢do dos residuos de Asp/Glu leva ao

decréscimo na afinidade proteina---uréia.

Detalhes de altera¢des na microsolvatacdo por agua e uréia na primeira e na
segunda camada de solvatacdo, de acordo com o estado de protonagao de Asp/Glu,
podem ser estudados avaliando valores das integrais de Kirkwood-Buff associados a
cada camada de solvatacao, de acordo com um parametro de solvatagdo y,,;, definido

como: Y, = GL, /G2, mostrado nas Figuras 3.6D-F, onde G, é o valor de KBI para

a primeira camada de solvatacdo (FSL) e G2, o valor de KBI para a segunda camada de
solvatagdo (SSL), de acordo com as areas sob as curvas mostradas na Figuras 3.5E e F,>3

detalhados a seguir.

Nas Figuras 3.6A-C é possivel observar a convergéncia dos valores de Gsoly
para proteina-uréia e proteina-agua de acordo com o estado de protonacao de Asp/Glu.
E observada uma leve exclusio de moléculas de 4gua promovida por uréia, comparacido
das Figuras 3.6A e 3.6B. Isto ocorre por causa do efeito competitivo destas moléculas
pela superficie da enzima BCL, que exclui moléculas de agua para camadas mais
distantes da proteina.’¢ Na Figura 3.6C, o valor de Gsov associado as moléculas de uréia
(protein-uréia) é menos negativo (~-10x103) quando comparado com Gsov para
proteina-agua (~-25x103). Isto mostra a grande afinidade de moléculas de uréia pelas
duas camadas de solvatacdo (ver Figura 3.5D, Gss de 1.62 até 3.37 A). De forma geral,
Gsolv proteina-agua é levemente afetada pela protonac¢do dos residuos acidos Asp/Glu.
[sto significa que a translacdo das moléculas de agua nas camadas mais internas de
solvatacdo, devido as alteracbes no estado de protonacdo, ndo interfere

significativamente no valor total de convergéncia de Gss. Por outro lado, este efeito é
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bem mais evidente para interacdes proteina-uréia, dado pelo maior valor negativo de
Gss, mostrado na Figura 3.6C, mostrando que a afinidade de uréia pela superficie

proteica é dependente do estado de protonacao dos residuos acidos Asp/Glu.

Podemos acompanhar o deslocamento de moléculas de agua e uréia
especificamente nas duas primeiras camadas de solvatagdo mais préximas da proteina, e
monitorar o deslocamento de ambas as moléculas dependentes da alteracdo no estado
de protonacgao dos residuos Asp/Glu. Este olhar ampliado (zoom) nesta regido proxima
da enzima BCL ¢é analisado de acordo com os respectivos valores de Gsolv associados a

estas duas camadas, mostrado nas Figuras 3.6D-F.

O efeito competitivo que a uréia desempenha, faz com que moléculas de 4gua
sejam excluidas proporcionalmente de ambas as camadas de solvatacdo, isto é
observado pelo mesmo valor de y,,;,,, comparacdo entre as Figuras 3.6D e 3.5E (~0,7
para Asp/Glu desprotonado e ~0.5 para Asp/Glu protonado, igualmente para os dois
sistemas). Ademais, moléculas de uréia apresentam alta afinidade pela primeira camada
de solvatacdo comparativamente a segunda camada, dado pelo alto valor de y,,;,
(~1.65), mostrado na Figura 3.6F. No entanto, a protonagdo dos residuos acidos Asp/Glu
leva a decréscimo de y,,;, para proteina-uréia, revelando uma exclusdo significativa de
moléculas de uréia da primeira camada de solvatacdao, em relacdao a segunda camada.
Como ja discutido anteriormente, isto € explicado pela perda da efetividade das ligacGes
de hidrogénio proteina---uréia. Este decréscimo também é observado para as interacoes
proteina-agua, de acordo também com a perda de orientacdo das liga¢cdes de hidrogénio.
E importante destacar o grande decréscimo em y,j,, para proteina-uréia (~1.65 para
1.12, Figura 3.6F), confirmando que a afinidade das moléculas de uréia depende do
estado de protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu. Portanto, efeitos de desnaturacao
proteica induzida por uréia em pH acido ndo devem ser discutidos em termos de
aumento da solvatacdo proteica por uréia, ou do aumento de interacdes diretas com

residuos da superficie proteica.
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Figura 3. 6 Valores de Gss para a solvatacao da enzima BCL por dgua e uréia, de acordo
com o estado de protonagdo dos residuos acidos Asp/Glu. Em (A-C) Gss considerando
uma camada de solvatacio espessa até 10 A (Gson). Em (D-F) proporcionalidade de
solvatacdo das duas primeiras camadas, dada por Yo = Gigpp/G21,» de acordo com
Gss para a primeira camada de solvatac¢do (FSL) e segunda camada de solvatacao (SSL),

definidas pelas areas sob os respectivos picos de maximo.

A partir das andlises dos resultados de microsolvatacdo proteica, podemos
construir um modelo simples que mostra como ocorre a translagdo de moléculas de
uréia nas duas camadas de solvatagdo mais préoximas da superficie da proteina, de
acordo com o estado de protonacgao dos residuos acidos Asp/Glu, apresentado na Figura
3.7. De acordo com o parametro y,,, , podemos sugerir que existem dois
comportamentos distintos para a solvatacdo de proteinas por uréia (e para agua

também) dependente dos estados de protonacao dos residuos Asp/Glu:
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0

(In

Sentido direto no deslocamento do equilibrio do modelo. Quando os

residuos Asp/Glu estdo protonados, ocorre decréscimo nas orientagdes
das ligacdes de hidrogénio (perda de afinidade) proteina---uréia. Isto leva
ao deslocamento de moléculas de uréia da primeira para a segunda
camada de solvatacdo (a mesma interpretacdo pode ser feita para as
interagdes proteina---agua). Com isso, em uma situacdo de ambiente com
pH acido em que a proteina esteja imersa, pode-se sugerir que as
moléculas de uréia percam parte da afinidade pela superficie proteica e
que as interpretagdes dos resultados de desnovelamento induzido por

uréia em pH baixo devem considerar este comportamento;

Sentido inverso no deslocamento do equilibrio do modelo. Por outro lado,

quando os residuos Asp/Glu estdo desprotonados, ocorre aumento na
afinidade por moléculas de uréia (ligacdes de hidrogénio bem orientadas).
Isto faz com que moléculas de uréia fiquem concentradas na primeira
camada de solvata¢do, interagindo fortemente com os residuos da
superficie proteica (interpretacdao valida para as moléculas de agua
também). Ou seja, em um ambiente de pH alcalino, o deslocamento do
equilibrio para o estado desprotonado dos residuos Asp/Glu leva ao
aumento da concentracdao de uréia na supeficie proteica. Portanto,
simplesmente aumentar a solvatagdo por uréia ndo deve necessariamente

aumentar o carater desnaturante desta molécula.
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Figura 3. 7 Modelo da microsolvatacao proteica por agua e uréia de acordo com o
estado de protonacdo dos residuos acidos Asp/Glu. O fluxo de moléculas esta associado

aos valores de KBI calculados para as primeira e segunda camadas de solvatagao.

3.2.6. Efeitos da protonacao de Asp/Glu na solvatacao do

backbone protéico

Os mecanismos da acao desnaturante da uréia sugeridos na literatura, como
afinidade pela superficie e/ou backbone protéico,3435 foram verificados previamente no
Capitulo 2 (Figuras 2.4 e 2.7), onde observamos aciumulo de uréia tanto no backbone
quanto nas cadeias laterais.”® Isto confirma que o efeito desnaturante pode ter origem
nos contatos favoraveis proteina-uréia, via interagdes tanto hidrofébicas quanto ligacdes
de hidrogénio, reportada por nés e por outros pesquisadores.’6%8 Contudo, os efeitos
considerando o estado de protonagao proteico ainda sdo poucos conhecidos. Discutimos
inicialmente a influéncia para os residuos superficiais, agora discutiremos
especificamente sobre os atomos da cadeia principal.

Analises da solvatacdo somente do backbone proteico, Figura 3.8, mostram

que a distribuicao de agua é afetada pela protonacdo de Asp/Glu (Figura 3.8A),
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diminuindo sua densidade relativa (que ja é inferior ao bulk da solucao). Podemos supor
que esta desidratacao do backbone seja responsavel pelas caracteristas desnaturantes
de um sistema em pH acido. Contudo, a distribuicdo de uréia é aumentada em curto
alcance (Figura 3.8B), pico de gss em ~1.9 A, quando Asp/Glu estio protonados. Neste
sentido, a indugdo desnaturante da uréia em pH acido deve estar correlacionada com a
leve estabilizacdo destas moléculas, via interacdes de curto alcance, com o backbone
proteico. Interessante observar que a distribuicdo relativa de agua em torno do
backbone da enzima BCL, nas camadas mais exernas, permanece praticamente
inalterada, porém, para backbone-uréia, é nitidamente afetado (distancias entre 2.2 e 6.5
A). Em outras palavras, o estado protonado dos residuos Asp/Glu promove aumento na

afinidade da cadeia principal por uréia, na primeira camada de solvatacao.
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Figura 3. 8 Distribuicdo de (A) agua e (B) uréia em torno do backbone protéico de
acordo com o estado de protonag¢do dos residuos acidos Asp/Glu. A distribuicao relativa
de agua no backbone (priemeira camada) é levemente diminuida pela protonacao. A
afinidade backbone-uréia (interacdes de curto alcance) é levemente aumentada, sendo
uma possivel razdo do desnovelamento protéico induzido por este desnaturante em pH

acido.

Anteriormente, na Figura 3.3, mostramos que a protonacdao dos residuos
Asp/Glu afeta negativamente a formacao das ligacbes de hidrogénio proteina-uréia.
Consequentemente, a concentracdo de uréia em torno da superficie proteica também
diminui, conforme mostrado na Figura 3.5, e informado pelo parametro de interacao
preferencial. A protonagdo de tais residuos também afeta diretamente o perfil de
solvatacdo das camadas mais internas, mostrado no modelo da Figura 3.7. Agora,
podemos entender como tudo isto pode estar relacionado com o resultado apresentado
na Figura 3.8, onde observa-se uma leve estabilizacao das ligacées de hidrogénio uréia-

backbone.
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As analises mais detalhadas das interacdes de curto alcance entre a uréia e a
cadeia principal da enzima BCL, sdo apresentadas na Figura 3.9. Sabemos que a uréia
atua essencialmente como doadora das ligacdes de hidrogénio,’® e, portanto, a
protonacdo de Asp/Glu deve interferir na orientacao e efetividade destas interacdes. Na
Figura 3.9, sugerimos que esta perturbacdo nas ligacdes de hidrogénio das cadeias
laterais pode afetar as ligagdes de hidrogénio internas com o backbone protéico. De fato,
os resultados sugerem que ha uma estabilizacdo das liga¢des de hidrogénio, com a uréia
atuando como receptora da ligacdo de hidrogénio (Figura 3.9A), com leve perda de
afinidade atuando como doadora da ligacdo (Figura 3.9B). Portanto, o pequeno
acréscimo do primeiro pico de gss da Figura 3.8 (inset) deve-se a estabilizacdo das
ligacdes de hidrogénio formadas entre o oxigénio carbonilico da uréia e o grupamento
amino da cadeia principal da proteina. Isto significa que, mesmo com perda relativa de
afinidade pela superficie proteica em condicao de pH acido (decréscimo de gss de ~5.6
para ~4.0, Figura 3.5), o backbone da enzima continua com grande acumulo de
moléculas de uréia, agindo agora preferencialmente como receptoras da ligacdo, e ndo
somente como doadoras. Esta versatilidade pode justificar as propriedades

desnaturantes deste osmoblito.
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Figura 3. 9 Modelo ilustrando a perturbac¢do nas ligacdes de hidrogénio proteina-uréia
com as cadeias laterias de Asp/Glu protonadas e efeitos na distribuicao de uréia em
torno do backbone protéico. Em (A) para os atomos de HN e N, com moléculas de uréia
atuando como receptora da ligacdo. Em (B) para os atomos de C e O, com uréia sendo
doadora da ligacdo. Observa-se que em ambiente de pH acido a uréia deve agir mais

fortemente como receptora das ligacoes de hidrogénio.

3.3. Conclusoes parciais

Considerando os resultados apresentados neste Capitulo, podemos sugerir
algumas propriedades associadas a microsolvatagdo proteica por uréia dependente do

estado de protonacao dos residuos acidos Asp/Glu:

(D Do ponto de vista da mobilidade proteica, em uma situagdo em que a
proteina esteja imersa em um ambiente de pH acido, a adigdo de uréia
aumentou levemente a mobilidade proteica. Este resultado deve ter
correlacao com o fato de que a uréia é um desnaturante mais eficiente

em condicdes de baixo pH, conforme evidenciado
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(1D

(111)

(V)

experimentalmente.88 Porém, as interacdes diretas com a superficie

proteica ndo sao favorecidas;

Quando os residuos acidos Asp/Glu estdo nas suas formas protonadas,
a enzima BCL apresentou maiores mobilidades, de acordo com os
maiores valores de rmsd. Esta mobilidade maior pode estar
correlacionada com o fato de os residuos Asp/Glu protonados
perderem parte da capacidade de formarem ligacdes de hidrogénio
bem orientadas com os proprios residuos da proteina,

especificamente para os residuos de Asp/Glu nao superficiais;

O deslocamento nas formas Protonadoaspze4+<>Desprotonadoaspze4 tem
impacto direto nos estados conformacionais amostrados pelo residuo
de Aspzes, sendo que a Hiszgs estabiliza a forma protonada através de
seu anel imidazol. Neste caso, a forma protonada apresentou menor
mobilidade. Existem resultados que mostram que a enzima BCL
apresenta maxima atividade catalitica em pH ~7. Porém, existe uma
certa tolerdncia desta enzima , que mantém significativa atividade
enzimatica mesmo em pH acido.”87992 Estes resultados podem ter

correlacao, mas devem ser investigados com mais detalhes;

A protonacao de Asp/Glu afeta a afinidade por agua e uréia na
primeira camada de solvatacao, levando a uma leve estabilizacdo da
segunda camada. Neste sentido, as propriedades desnaturantes
(induzidas por uréia em baixo pH) nao devem estar necessariamente
associadas com aumento das interacdes de curto alcance
uréia---Asp/Glu. Portanto, os efeitos desnaturantes podem ter outras
causas, como interagdes com residuos polares (além de interagdes
com backbone). Isto faz sentido, considerando a alta afinidade de uréia

por estes tipos de residuos em ambas as camadas de solvatacao e
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V)

devido a alteracdo do carater de Asp/Glu, de carregado para polar

protonado;

Podemos sugerir que o estado de protonacdo dos residuos Asp/Glu
interefere na solvatacdo do backbone proteico. Especificamente para a
uréia, ocorre um leve aumento na afinidade em curto alcance. Isto é
explicado pela possibilidade de formacao de ligacbes de hidrogénio
backbone-uréia, com o osmdlito atuando como receptor das liga¢des.
Neste sentido, a desnaturacdo promovida por uréia em condicdes de
baixo pH pode ser explicado a partir de dois fen6menos conjuntos: (1)
alta densidade de uréia na superficie proteica, apesar da perda
relativa de afinidade (decréscimo de gssde ~5.6 para ~4.0, Figura 3.5);
(2) aumento da afinidade de wuréia pelo backbone protéico,
principalmente pela capacidade da uréia em fazer novas ligagcdes de
hidrogénio através de seu oxigénio carbonilico com o grupamento

amino da cadeia principal da proteina.
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Os campos da bioquimica e biofisica molecular buscam entender o papel
estrutural de proteinas nas suas fung¢des biologicas. Entender esta relacdo é importante,
pois sabe-se que variagdes nas estruturas tridimensionais de proteinas podem levar a
alteragcdes nas associagdes proteina-ligante, por exemplo.?® As fung¢des bioldgicas
desempenhadas pelas enzimas sdo altamente dependentes das suas formas
tridimensionais, sendo indispensavel que a proteina esteja em seu estado nativo para

que ocorra a catalise bioquimica de interesse.100

A enzima BCL esta dentro do grupo das triacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3), que
sdo enzimas que pertencem a familia das serina hidrolases, que comumente hidrolisam
ésteres em acidos carboxilicos e alcodis, apesar da possibilidade de serem utilizadas na
catdlise de diversas reacbes em ambientes aquo-restritos, tais como esterificacao,
interesterificacdo, alcodlise, e acidolise.? Esta versatilidade possibilita que as lipases
possuam muitas aplicacdes industriais, gerando uma gama de produtos dentro das
industrias de alimentos, farmacéutica, quimica e até mesmo aplicagdes ambientais como

tratamento de rejeitos gordurosos.2101,102

O mecanismo de catalise enzimatica envolve necessariamente o acesso do
substrato ao sitio catalitico. Em lipases o sitio catalitico é formado pelos residuos
[Ser/Asp/Cys]-His-[Asp/Glu] que ficam frequentemente alocados internamente na
proteina.2190 A acessibilidade do substrato aos residuos do sitio catalitico deve
acontecer por algum mecanismo especifico. Este mecanismo é sugerido em lipases pela
abertura/fechamento de estruturas que agem como “portas”, permitindo ou nado a
entrada do substrato com consequente catalise. Alguns exemplos de enzimas que
apresentam este mecanismo incluem as lipases de Candida rugosa, Rhizomucor miehei,
Thermomyces lanuginosa e Burkholderia cepacia, entre outras.l0%3 A enzima BCL
apresenta um mecanismo de acessibilidade do substrato pela abertura do sitio catalitico,
isso ocorre via afastamento das a-hélices 5 e 9, que sao hospedadas nos dominios U1l
(residuos 118-166) e U2 (residuos 215-261), respectivamente.2122 O restante da enzima
BCL é composta pelo dominio C (residuos 1-117, 167-214 e 262-320) e nao apresenta
nenhuma transi¢do conformacional aparetemente relacionada a abertura do dominio

catalitico.
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A reacdo catalisada pela BCL envolve trés residuos especificos (Serg7, Aspzes €
Hiszg6), € 0 mecanismo proposto é mostrado na Figura 4.1. Primeiramente, os residuos
de Hiszss € Asp2s4 promovem a ativacdo de Sersg; através de sua desprotonacgdo. O carater
nucleofilico da Sersy é aumentado, levando ao ataque da carbonila do substrato, que por
sua vez leva a formacao de um intermediario acila. Ao mesmo tempo o subproduto R’XH
¢ liberado, normalmente alcool, ou o diacilglicerol, que pode ser convertido em
monoacilglicerol e finalmente a molécula de glicerol livre. O ultimo passo trata da
restauracdo do sitio catalitico, realizada através do ataque nucleofilico da agua ao
intermediario, levando a formacdo do acido organico e reestruturacdo molecular dos
residuos de Sers;, Hiszge € Aspze4.3°0 Este mecanismo é utilizado para explicar a

atividade catalitica de lipases de uma maneira geral.

Um estudo recente mostrou que o estabilizante sorbitol tem efeito direto na
atividade catalitica da enzima BCL, que é aumentada na medida em que a concentracao
deste poliol aumenta.l® Supomos que o mecanismo de abertura do sitio catalitico da BCL
deve estar correlacionado com o efeito observado experimentalmente. Neste Capitulo
estudamos o mecanismo de abertura/fechamento do dominio catalitico da enzima BCL
em solucdes aquosas de sorbitol, aplicando o método ABF (Adaptive Biasing Force).
Entender este processo de abertura/fechamento do sitio catalitico da enzima BCL, na
presenca de osmdlitos estabilizantes, pode ajudar na compreensao da acessibilidade do

substrato inclusive para outras enzimas.
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Figura 4. 1 Mecanismo reacional da enzima BCL envolvendo os residuos Sergs, Aspze4 €

Hiszg6, que compdem a triade catalitica desta enzima. Figura adaptada.3

4.1. Metodologia

Neste Capitulo, utilizamos simula¢des de Dinamica Molecular para calcular

perfis de energia livre da abertura do sitio catalitico através da metodologia ABF
(Adaptive Biasing Force), que faz parte do conjunto de métodos de Integracdo

Termodinamica,194105 detalhado mais adiante.
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4.1.1. Simula¢des de Dinamica Molecular

De forma semelhante ao descrito nos Capitulos anteriores, as simulacdes de
Dindmica Molecular foram realizadas partindo-se da estrutura cristalografica da enzima
BCL obtida do banco de dados Protein Data Bank (PDB ID:1YS1),22 com resolucdo de
1.10 A e 320 residuos de aminoacidos, removido o ligante complexado (acido
hexilfosfonico (R)-2-metil-3-fenilpropil éster).22 As configuragdes iniciais (caixas de
simulagdo) foram construidas com o programa Packmol,>* contendo a enzima BCL
centralizada, agua e ions Na* e Cl- (concentracdes de ions ~0.1 mol-L-1) para neutralizar
cargas do sistema e sorbitol nas concentracdes desejadas, gerando cinco sistemas com
diferentes concentracdes de sorbitol, mostrado na Tabela 4.1. Estes sistemas foram
equilibrados seguindo protocolo padrao adotado: (1) mantendo todos os atomos da
proteina fixos, os solventes foram relaxados através do método de minimizaciao de
energia Gradientes-Conjugados (GC), 1000 passos, seguidos de 2 ns de simulacdo de
Dinamica Molecular convencional; (2) mantendo somente os &tomos Ca da enzima BCL
fixos, a estrutura foi relaxada por 500 passos de minimizacdao GC, seguidos de mais 2 ns
de simulacao MD; (3) as coordenadas e velocidades do passo anterior foram utilizadas
para dar inicio as trajetorias de producdo acopladas ao método ABF. Trajetdrias de
aproximadamente 400 ns foram realizadas para cada sistema, em ensemble NPT a 1 atm
de pressdo e temperatura de 298.15 K, totalizando 2000 ns de simulagdo. O controle da
pressdo foi mantido pelo barostato de Langevin (com periodo de 200 ps, e tempo de
decaimento de 100 ps) e temperatura de 298.15 K. A temperatura foi mantida
constantemente através da dinamica de Langevin (com frequéncia de perturbacdo de 10
ps1). O campo de forca CHARMM foi utilizado para enzima BCL, sorbitol, 4gua (modelo

TIP3)57 e {ons.>>56

As simulagdes MD foram computadas pelo programa NAMD,*8 e a visualizacdo
das trajetorias foi realizada utilizando o programa VMD.58 Os cdlculos de ABF foram

realizados pelo médulo colvars implementado no préprio programa NAMD.106 A analise
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das distancias entre os atomos Ca-Ca nas simulagdes foi realizada com o pacote de

ferramentas disponiveis no MDAnalysis.60

Tabela 4. 1 Detalhe dos sistemas simulados aplicando o método ABF.

Quantidade de Moléculas
Concentragdo (mol-L-1)

Sistema Notacao .
Agua Sorbitol
; : 20800 :
z o
; 050 20800 g
: o
; 100 20800 aut

4.1.2. Metodologia ABF (Adaptive Biasing Force)

A técnica utilizada para estudar a abertura do sitio catalitico da enzima BCL é
baseada no método ABF (Adaptive Biasing Force), esta técnica é utilizada quando se
deseja aumentar a amostragem de determinadas conformac¢des moleculares que podem
ser pouco acessiveis por simulacdes de Dinamica Molecular convencionais. Isto ocorre
devido a altas barreiras energéticas que dificultam a transicdo entre estados
conformacionais (Figura 4.2), que sdo suavizadas pelo algoritmo de ABF implementado

no programa de simulacao (neste caso o NAMD).48

A respeito do método ABF, este faz parte do conjunto de métodos de
Integracdo Termodinamica, de forma que os valores da diferenca de energia livre (4G)

sao calculados pela integracdo da derivada de G em relacao a coordenada de reacao &:
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G G ffl—dG dé Eq.4.1
17— beo = q.4.
J J g0 dS
Onde £ ¢ dado por:
s
ac <6H> Fa.4.2
ac ~\az : q.4.

Na Eq. 4.2 H é a Hamiltoniana do sistema e o subscrito ¢ define que a média é
calculada para um valor fixo da coordenada de reacdo. Com a variagdo de ¢ pode-se,

portanto, obter o perfil de 4G ao longo do parametro de ordem §.107.108

Considerando que £ é a coordenada de um determinado atomo (x:), a
Equacdo 4.2 pode ser reescrita, permitindo fazer associagdes com grandezas fisicas, de

acordo com a Equacao 4.3.

U

aG _ <(’)H> <
x1 6x1

— = (— = —(F Eq.4.3
dX1 aX1 >xl ( 1)X1 q

Neste caso, como ndo ha variacdo de temperatura, as diferencas de energia

. oH au .
potencial sdo as relevantes, logo, <5> pode ser expressa por <5> . Neste sentido,
1 X1 1 X1

. ~ ' . dG : . . .
uma simulacdo com x; fixo permite calcular - apartir da energia potencial do sistema.
X1

Ainda na Equagdo 4.3, a variacdo de energia livre com a variagdo da coordenada
reacional é calculada pela for¢a média em x; (—(17"1 )x,), sendo o potencial de forca média

(PMF) a funcdo G (x1).
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O método ABF suaviza as barreiras de potenciais de forma adaptativa,

possibilitando a amostragem de estados conformacionais inacessiveis em tempos curtos

. ~ L : dG
de simula¢des convencionais. Neste caso, o algoritmo do ABF obtem Z de acordo com a

forca média que atua na coordenada reacional, (ﬁg)g. A estimativa desta for¢a média é

calculada de acordo com as forcas instantidneas que agem em ¢ em pequenos intervalos

da coordenada de reacdo (“janelas” A%). Neste sentido, apds n passos de simulacdo com

«: ”» . . da 7 . JOR L]
uma largura de “janela” definida previamente (j), 2 Serd estimada pela média das forcas

instaneas que agem em &, como mostra a Equacao 4.4.10°

n}
- B 1 -
i=1

Depois de obter uma estimativa adequada da for¢a média que atua sobre o
sistema, o0 método ABF aplica uma forga externa com mesmo mddulo e dire¢do oposta,
permitindo a amostragem homogénea de todos os pontos da coordenada de
rea¢do.105107 A Figura 4.2 ilustra, do ponto de vista mais pratico, como o perfil de energia
livre para a transicdo aberta/fechada deve ocorrer de acordo com a coordenada de

reacao ¢ definida aqui.

Como mencionado anteriormente, o método ABF foi utilizado a partir dos
pacotes disponiveis para o NAMD. Neste caso, aplicamos o calculo de ABF apenas na
etapa (3) descrita anteriormente (etapa de produc¢do), com os seguintes parametros
adotados: intervalo da coordenada de reacio, “janela”, de 0.1A (AZ); limite inferior da
coordenada de reacio £ (5.0 A) e limite superior da coordenda de reagio £ (28.0 A) com
constante de for¢a de 10.0 kcal/mol/A2 e amostragem de 5000 pontos. A coordenada de
reacdo & foi definida como sendo a distancia entre as oa-hélices 5 e 9. Para isto,
escolhemos a distancia entre dois residuos que compdem as o-hélices 5 (Pheis2) e 9

(Glyzs0), especificamente entre os Ca destes residuos. Esta coordenada foi escolhida
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devido a trabalhos anteriores que usam parametro semelhante para avaliar a
acessibilidade do substrato ao sitio catalitico em meios aquosos e solventes

organicos.2425

ABF (Adaptive Biasing Force)

Estruturas da enzima BCL de interesse:
Aberta ou Fechada de acordo com
a adicdo do estabilizante sorbitol

Energia Livre

A 4

§

Figura 4. 2 Perfil de energia livre tipico para dois estados conformacionais (A e B)
separados por uma barreira energética. Em nosso caso, estes estados sdo representados

pelos estados conformacionais aberto e fechado da enzima BCL.

4.2, Resultados e discussoes

Sabemos agora que a dinamica de solvatacdo destes osmolitos estabilizantes
(sorbitol) e desnaturante (uréia) ocorre de forma competitiva e heterogénea na
superficie proteica com forte dependéncia dos tipos de residuos da proteina e das
propriedades atémicas dos osmoélitos. Apesar de toda a informacdo que obtivemos a
respeito da solvatacdo da superficie proteica nas primeiras camadas de solvatacao,
ainda ndo conseguimos afirmar de forma contundente como o osmoélito sorbitol age em
nivel molecular para aumentar a atividade catalitica da enzima BCL, conforme

demonstrado experimentalmente.l® Neste sentido, tentamos entender este efeito a
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partir da acessibilidade do substrato ao sitio catalitico. Mostramos anteriormente, na
Figura 1.2 da segdao 1.1, que a enzima BCL possui um mecanismo de
abertura/fechamento,?# via afastamento das a-hélices 5 e 9, que leva a exposi¢do do sitio
catalitico.2122 Considerando isto, nossa hip6tese é que as moléculas de sorbitol possam
agir favorecendo a estrutura aberta do sitio catalitico, mantendo as duas a-hélices
afastadas e, portanto, facilitando a entrada do substrato para que ocorra a reacao

catalitica.3

4.2.1. Abertura do sitio catalitico em simula¢dées MD tradicionais

Para acompanhar a abertura do sitio catalitico calculamos a distancia entre
as a-hélices 5 e 9 nas trajetdrias das simulacdes dos sistemas contendo somente agua
comparativamente ao sistema com adicao de sorbitol. Em nossos estudos preliminares
usando MD tradicional tivemos dificuldades de amostragem do processo de
abertura/fechamento do sitio catalitico (dado pelas distancias entre os residuos Glyzso-
Phe1s42), mostrado na Figura 4.3 (estes resultados foram obtidos a partir de cinco
simulag¢des independentes de 40 ns realizadas na auséncia e na presenc¢a de sorbitol com
etapas de equilibracdo e minimizac¢do, descritos no Capitulo 2).7¢ Observamos na Figura
4.3 que as distancias entre os residuos considerados como coordenadas reacionais, sao
estatisticamente muito semelhantes entre si nos sistemas somente com agua e
adgua+sorbitol. Estes resultados mostraram pouca diferenca na abertura do sitio
catalitico entre estes dois sistemas (pequena amostragem das a-hélices 5 e 9 proximas,
no sistema contendo somente agua e sempre abertas no sistema com agua+sorbitol),
isto se deve a dificuldade de amostragem da conformacao fechada na escala de tempo
destas simulacdes. Aqui, é importante mencionar que hd um forte indicio de que a
estrutura aberta é favorecida na presenca de sorbitol, dado pela amostragem bem
definida em ~21 A na Figura 4.3 (linha vermelha). Neste sentido, aplicamos o método
ABF para amostrar as conformagdes assumidas por estas duas o-hélices e as energias-
livres associadas a estas conformacdes (aberta/fechada), na auséncia e presenc¢a do

osmbolito estabilizante sorbitol.
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o o o
=) N =
(V] o (5]
P WP

Frequencia relativa

0.00-

6 12 18 24
Dist. Ca-Ca (A)

Figura 4. 3 Distribuicdes relativas das distancias entre as a-helices 5 e 9 em simulagdes
MD tradicionais. Coordenada reacional § adotada neste trabalho como sendo a distancia
entre os carbonos alfa (Ca) de Glyzso e Pheis2. Sistema contendo somente agua (azul) e
contendo agua+sorbitol (vermelho), concentracao de sorbitol de ~1 mol-L-1. A esfera

amarela é o ion CaZ?*.

4.2.2. Perfis de energia livre para abertura/fechamento do sitio

catalitico

Os resultados de calculo de energia livre para as estruturas aberta/fechada
pelo método ABF sdo apresentados na Figura 4.4. Podemos ver claramente que ha uma
relacdo com o resultado descrito na secao 4.2.1 (Figura 4.3) para as simulagcdes MD

convencionais. Podemos ver que, quando a enzima BCL estd imersa em ambiente
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somente aquoso na auséncia do estabilizante sorbitol (0 mol-L-1), existe um platé em 5 <
£ (A) <9, com valor de 4G de ~0 kcal/mol, definido aqui como o estado de referéncia.
Neste sentido, parece nao haver nenhum impedimento para que as o-hélices 5 e 9
mantenham-se préximas quando a enzima estd imersa em dgua. De forma semelhante,
parece nao haver nenhuma restri¢do para que adote a conformacgao aberta também (4G
de ~0 kcal/mol). No entanto, estas duas conformacgdes sdo separadas por uma barreira
energética em & ~14 A (~9 kcal/mol). Por outro lado, interessante observar que a
energia livre fica cada vez mais negativa para a abertura do sitio catalitico de acordo
com o aumento da concentragdo do estabilizante sorbitol, ou seja, decréscimo da energia
livre associada ao aumento de § (afastamento das a-hélices 5 e 9). Neste sentido,
moléculas de sorbitol devem agir de forma a manter estas estruturas distantes, através
da diminuicdo das energias livre associada as estruturas abertas (estabilizacao deste

estado conformacional).

Sabe-se experimentalmente que a adicdo de sorbitol leva ao aumento da
atividade catalitica da enzima BCL em solu¢do aquosa.l® Existem alguns estudos que
avaliaram alteracdes conformacionais desta proteina dependentes da presenca de
poliois, como os desenvolvidos por Secundo F. et al. e Azizi A. et al, empregando técnicas
como a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
dicroismo circular (CD) e ressonancia plasmoénica de superficie (SPR).16110 Contudo, nao
foram detalhados nestes trabalhos os impactos dos estabilizantes polidis no processo de

abertura do sitio catalitico.

Com base nos resultados apresentados até aqui, podemos sugerir que o
processo de abertura do sitio catalitico da enzima BCL esta diretamente relacionado com
a presenca do sorbitol. Em outras palavras, adi¢ao de sorbitol faz com que o processo de
abertura do sitio catalitico seja energeticamente favoravel. Isto deve levar a maior
acessibilidade do substrato ao bolsdo catalitico e, portanto, favorecer o processo

catalitico observado experimentalmente.
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Figura 4. 4 Perfis de energia livre obtidos pelos calculos de ABF para a abertura do sitio
catalitico da enzima BCL de acordo com adi¢do gradativa de sorbitol de 0 a 1 mol-L-.
Imagens mostrando conformagdes das a-hélices 5 e 9 nas posi¢cdes fechada e aberta. A
convergéncia dos perfis de energia livre foi definida pela comparacao dos valores

obtidos nos passos crescentes da simulagao.

4.2.3. Andlise estrutural: espaco ocupado pelo sorbitol na

entrada do sitio catalitico

Os calculos de energia livre mostram que as estruturas abertas do sitio
catalitico da enzima BCL na presenc¢a do estabilizante sorbitol sao energeticamente
favoraveis (mostrado na Figura 4.4). Isto significa que na presenca do sorbitol a forca

calculada nas simula¢des tem resultante no sentido de abertura do sitio catalitico. Nas
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simulacdes MD o campo de forga calcula o potencial resultante das interagdes intra e
intermoleculares e, portanto, o sorbitol deve contribuir com interacées nos subdominios
das a-hélices 5 e 9, ajudando a manter estas estruturas distantes. Isto deve ser verdade,
considerando que moléculas do estabilizante sorbitol frequentemente visitam a entrada
do dominio catalitico, conforme mostrado na Figura 4.5. Neste caso, podemos
comprovar esta afirmacdo escolhendo aleatoriamente frames das simulacdes de
Dinamica Molecular e observando a presenca de moléculas de sorbitol no espago
formado entre as a-hélices 5 e 9 (na Figura 4.5, cada molécula foi destacada com uma
seta vermelha, sendo que no minimo quatro moléculas de sorbitol foram encontradas

nesta regiao).

0 motivo pelo qual as moléculas de sorbitol sdo eficientes em promover
aumento catalitico pode ser explicado do ponto de vista das interagdes intermoleculares.
Podemos supor que exista alguma interacdo especifica que justifique a presenca de
sorbitol neste espaco, por exemplo. De fato, a visitagdo desempenhada pelas moléculas
do estabilizante nesta regido deve ter suas origens no carater hidrofébico dos dominios
U1l e U2.182169 Sghe-se que estes dominios correspondem a por¢do menos hidrofilica da
enzima BCL, e que pode ter grande afinidade por fases organicas.2425111 Esta
propriedade sera explorada no Capitulo 5, que mostrara como ocorre a orientagdo da
enzima em interfaces organico/aquosa. Por outro lado, sabemos também (a partir dos
resultados apresentados no Capitulo 2) que o sorbitol apresenta significativa capacidade
de depositar-se na superficie proteica através de interagdes hidrofébicas, via carbonos
alifaticos (ver Figura 2.10). Considerando estas duas propriedades: (1) carater
hidrofébico dos dominios Ul e U2 e (2) afinidade de sorbitol por residuos apolares,
podemos sugerir que ha um mecanismo direto que explica a abertura do sitio catalico da
enzima BCL, onde o sorbitol interage com residuos da BCL na entrada do dominio
catalitico. Deve-se levar em conta que este deve ser um efeito benéfico, pois caso
contrario os resultados experimentais mostrariam queda na atividade catalitica da
enzima quando exposta a moléculas de sorbitol, devido a inibicdo da enzima, por
exemplo. Logo, podemos sugerir que o sorbitol age através de efeito estérico mantendo
as estruturas das hélices a5 e a9 distantes entre si, facilitando a entrada do substrato e

refletindo nas propriedades cinéticas da enzima BCL.16
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Figura 4. 5 Analise estrutural das intera¢des do sorbitol na entrada do sitio catalitico da
enzima BCL (~1 mol-L-1 de sorbitol). Cada molécula de sorbitol identificada é destacada
com uma seta vermelha em quatro frames aleatérios das simulacées MD. Isto mostra
que o custo energético associado ao fechamento do sitio catalitico pode ser explicado
por um mecanismo direto devido ao efeito estérico promovido por moléculas do
estabilizante sorbitol interagindo diretamente com as a-hélices 5 e 9 (dominio U1 e U2

destacados em verde). A esfera vermelha é o ion CaZ*.
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4.2.4. Modelo energético da abertura do sitio catalitico da

enzima BCL na presenca de sorbitol

Com base nos resultados apresentados até o presente momento, podemos
sugerir que o aumento na atividade catalitica da enzima BCL, na presenca do
estabilizante sorbitol,1® pode ser explicado considerando os aspectos energéticos
associados ao mecanismo de abertura/fechamento do sitio catalitico dado pela
coordenada reacional § mostrado na Figura 4.4. Considerando as energias livre
associadas a estes dois estados conformacionais “aberto” e “fechado”, pode-se observar
que o sorbitol age diminuindo significativamente as energias livres das estruturas
abertas. Interessante observar que o decréscimo da energia livre das estruturas abertas
estd associado ao incremento na concentracdo de sorbitol do sistema. Neste sentido,
aumentar a concentracdo de sorbitol leva a um valor mais negativo de AG associado a
transicao conformacional fechada<aberta. Este resultado estd de acordo com dados
experimentaisl® e pode explicar, do ponto de vista molecular, como este estabilizante

age para induzir o aumento na atividade catalitica da enzima BCL.

Aqui é importante mencionar que este efeito nao deve ser infinitamente
positivo, tendo um limite, a partir do qual a proteina poderia ser perturbada por altas
concentracdes do osmdlito estabilizante, conforme ja discutido previamente na
literatura por Singh LR e colaboradores.?8 Nestes casos, diferentes proteinas, tais como
creatina quinase,!12 q-cristalina,13 cutinase,’’* o-lactalbumina,’> podem ser
perturbadas por altas concentragdes de polidis como glicerol, trehalose, xilitol e inositol.
De forma andloga, a enzima BCL também poderia ser perturbada por altas
concentracdes de sorbitol, acima de 1 mol-L-1. Porém, para estudar este aspecto,
deveriamos conduzir ensaios experimentais e de modelagem computacional adicionais,

que ficardo como perspectivas para futuros trabalhos.

Discutimos no Capitulo 1, Figura 1.4, que os modelos adotados comumente

consideram que, quando um osmolito é estabilizante, este deve ser excluido da
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superficie proteica, levando ao acréscimo na afinidade por agua.2%3° Tal comportamento
deveria explicar aspectos relacionados ao aumento de estabilidade proteica e atividade
catalitica. No entanto, podemos agora questionar este modelo de forma mais
contundente. A partir dos resultados apresentados, podemos mostrar que o sorbitol é
frequentemente encontrado em uma regido bem importante da enzima BCL, ndo sendo
excluido para o bulk da solugao (detalhado no Capitulo 2), levando ao decréscimo de AG
das estruturas abertas, de acordo com o afastamento das a-hélices 5 e 9. Portanto, nesta
interpretacdo a interacdo direta proteina-sorbitol deve ser a causa molecular para os
resultados experimentais observados,1¢ contrapondo com a justificativa comumente

adotada que considera a exclusdo do poliol da superficie proteica.16.29.39

C )

Coordenada de reagdo §

Somente em dgua Presenga de sorbitol

fechada

fechada

aberta

AG~0

Energia Livre

AG<<0

aberta

\ [sorbitol]

\

Figura 4. 6 Modelo energético qualitativo da abertura do sitio catalitico da enzima BCL
na presenca de concentragdes crescentes do osmoélito estabilizante sorbitol. Sugere-se
que as conformacgdes abertas do sitio catalitico sdo favorecidas por sorbitol devido ao
decréscimo na energia livre associada as estruturas abertas das a-hélices 5 e 9. Esta

estabilizagdo pode ser explicada estruturalmente pelo efeito estérico desempenhado por
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4.3. Conclusoes parciais

A partir dos resultados apresentados aqui, podemos sugerir algumas

conclusoes para o

mecanismo de abertura do sitio catalitico da enzima BCL na presenca

do estabilizante sorbitol:

(M

(1D

(111)

A primeira constatacao foi que simulagdes MD convencionais ndo sao
capazes de mapear suficientemente os estados conformacionais
aberto/fechado a ponto de identificar com clareza a influéncia do
sorbitol em favorecer um destes estados. Somente podemos afirmar
que, em uma simulacdo convencional MD, os estados fechados
dificilmente serdo amostrados na presenca do sorbitol, conforme

mostrado na Figura 4.3;

Considerando que a atividade catalitica da enzima BCL deve ser modulada
pela acessibilidade do substrato ao sitio catalitico desta proteina, podemos
sugerir que o osmolito sorbitol desempenha um papel direto no mecanismo
de abertura do dominio catalitico, via impedimento estérico das
conformacgOes fechadas. Isto ocorre devido as visitagbes do sorbitol na
entrada do bols&o catalitico, impedindo a aproximacéo das a-hélices 5 e 9.
Esta visitacdo ndo deve ter acdo inibitéria, muito pelo contrario, como

identificado experimentalmente;®

Este processo de abertura/fechamento do sitio catalitico da enzima BCL na
presenca de sorbitol pode ser claramente explicado do ponto de vista

energético, aplicando método ABF, com o estabilizante diminuindo
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(V)

significativamente as energias livres associadas as estruturas abertas

(distanciamento das a-hélices 5 e 9);

Finalmente, sugerimos que o0 aumento na concentracdo do osmdlito
sorbitol faz com AG associado a transicdo conformacional
fechada<aberta do sitio catalitico da enzima BCL, fique mais negativo,
explicando os resultados experimentais que mostram aumento de atividade
catalitica com incremento na concentracdo de sorbitol.® Podemos supor
gue este mecanismo também possa explicar como o sorbitol estabiliza
outras lipases que possuem mecanismo semelhante de entrada do

substrato.
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Proteinas possuem mecanismos biofisicos préprios para desempenhar suas
fungdes bioldgicas com eficiéncia, adquiridos ao longo do processo evolutivo nos
diferentes organismos.11® Um bom exemplo das especificidades de proteinas sdo as
lipases, que podem se comportar de maneira distinta de acordo com o microambiente
em que se encontram, por exemplo, assumir diferentes conformag¢des quando imersas
em ambientes aquosos ou hidrofébicos.103117 Este comportamento deve-se a fungdo
desta proteina em converter substratos apolares e sera detalhado mais adiante.

As triacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas especificas que promovem a
biocatdlise de triacilglicer6is (TAGs) em seus acidos graxos livres.3118 Essencialmente
convertem um substrato altamente hidrofébico em produto anfifilico.311% O mecanismo
mais geral da catalise envolve a difusdo da proteina da fase aquosa para a interface
formada entre as fases organico/aquosa, como mostrado na Figura 5.1. Especificamente,
a fase organica pode ser uma solu¢do saturada do substrato apolar ou o proprio
substrato imerso em solvente organico de baixa polaridade.3191 Apés a translacdo para a
interface, a enzima (E) deve assumir estados energéticos mais favoraveis a catalise,
levando a facilidade de associagdo com o substrato (S), que esta na fase hidrofébica, e
formacdo do complexo E*S. Por fim o produto (P) é formado e liberado para a fase
aquosa, tornando-se disponivel para ser utilizado pelos organismos vivos ou ser
concentrado e extraido em aplica¢des biotecnoldgicas.120.121

A enzima BCL (Burkholderia cepacia lipase) deve apresentar um mecanismo
semelhante ao descrito acima, com migracao para a interface, adotando uma
conformacado preferencial. Vale lembrar que esta enzima apresenta trés dominios: U1l
(residuos 118-166), U2 (215-261) e C (1-117;167-214;262-320), sendo os dominios U1l
e U2 mais hidrofébicos e diretamente associados a abertura do sitio catalitico.2122
Estudos anteriores mostraram que esta enzima apresenta duas conformacdes possiveis:
(1) aberta, com as hélices a5 e 09 distantes entre si; (2) fechada, com a hélice a5
dobrada sobre a 9. Estes dois estados conformacionais assumidos pela enzima BCL
estdo diretamente associados com a abertura do sitio catalitico e exposicao dos residuos
que compdem a triade catalitica (Sers7-Aspzes-Hiszse).2* Anteriormente, S. Barbe e
colaboradores mostraram que as conformagdes assumidas pelos dominios U1 e U2 sdo

dependentes do microambiente de solvata¢do. Neste caso, a enzima manteve o sitio
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catalitico preferencialmente aberto quando tais dominios estavam em contato com a
fase organica octano.?> Estes resultados estdo de acordo com a possibilidade de
favorecimento de estados energéticos favoraveis dentro de uma interface (E* na Figura
5.1).

O favorecimento de estados conformacionais abertos de sitios cataliticos, na
presenca de interfaces agua/tolueno, também foi identificado para outras lipases como
CRL (Candida rugosa lipase), RML (Rhizomucor miehei lipase) e TLL (Thermomyces
lanuginosa lipase).103 Tais resultados mostram que a o mecanismo de abertura do sitio
catalitico destas enzimas sdo altamente dependentes da solvatacdo hidrofébica de
dominios especificos e sdo independentes, por exemplo, da indugdo pelo substrato.
Contudo, alguns pontos ainda ndo sdo detalhados na literatura, e, portanto, serdo
discutidos neste Capitulo: (1) o tempo necessario para que ocorra a orientacao na
interface e a dependéncia com a polaridade da fase organica; (2) estimar
quantitativamente o processo de abertura=fechamento, através dos calculos de energia
livre por ABF, com os dominios U1 e U2 imersos na fase organica octano ou CAME (éster
metilico do acido caprilico).

Considerando a similaridade no mecanismo de acessibilidade do substrato ao
dominio catalitico entre a enzima BCL e outras lipases, as discussoes apresentadas aqui
poderdo ser extrapoladas para a compreensao deste fendmeno em enzimas como CRL,

RML e TLL entre outras?2 na presenca de interfaces organico/aquosas.
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Figura 5. 1 Modelo cinético envolvendo a orientacdo de lipases em interfaces, proposto
por R. Verger e GH De Hass, baseado no modelo cinético de Michaelis-Menten-Henri.123
O processo de orientacdo da enzima BCL (E) na interface deve atingir uma conformacao
acessivel (E*) ao solvente (S). (E*S) é o intermediario enzima-substrato e (P) o produto.

Figura adaptada.3124

5.1. Metodologia

Aplicamos neste Capitulo simula¢des de Dinamica Molecular convencionais e
calculos de energia livre da abertura do sitio catalitico da enzima BCL pelo método
ABF.106108 [njcialmente realizamos as simulacbes MD da enzima BCL disposta sem
nenhuma orientacdo preferencial nas interfaces organico/aquosa. Depois que a enzima
se estabilizou nas interfaces, as coordenadas foram salvas e utilizadas para iniciar as

simulacées MD acopladas ao método ABF.
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5.1.1. Simulac¢oes de Dinamica Molecular

As simula¢des de Dinamica Molecular foram conduzidas de forma semelhante
ao descrito nos capitulos anteriores, com alguns detalhes para a confeccdo das
interfaces, descritos a seguir. As caixas de simulacdo foram construidas a partir da
estrutura cristalografica da enzima BCL disponivel no banco de dados de estruturas de
proteinas Protein Data Bank (PDB ID:1YS1),23 resolucdo de 1.10 A, contendo 320
residuos de aminoacidos e um ion Ca2*.22 O ligante (acido hexilfosfénico (R)-2-metil-3-
fenilpropil éster) complexado no sitio catalitico da estrutura foi removido. As interfaces
foram confeccionadas com auxilio do programa Packmol,>* com a proteina centralizada
e a caixa de simulacdo contendo metade do volume completado com agua e a outra
metade com CAME (éster metilico do acido caprilico) ou octano. Detalhes das estruturas
dos solventes organicos sdo mostrados na Figura 5.2. Um terceiro sistema foi construido
contendo somente agua, usado como referéncia no calculo de ABF. fons Na+* e Cl- foram

adicionados para neutralizar cargas do sistema.

octano CAME 0
NN OCH,
CgHyg
114,23 g/mol CoH 150,
158,24 g/mol

J ¢ J .
9
9 9 P P 9 35 3

Figura 5. 2 Estruturas moleculares dos solventes organicos utilizados na confec¢do das

interfaces com agua. Octano e CAME (Caprylic Acid Methyl Ester).
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As caixas de simula¢do contendo a enzima nas interfaces foram equilibradas
em duas etapas, seguidas da corrida de producao: (1) com todos os atomos fixos da
enzima BCL, as moléculas de 4gua e CAME ou octano foram relaxadas através do método
de minimizacao de energia Gradientes-Conjugados (GC) por 15000 passos, seguidos de 2
ns de simulacdo de MD convencional; (2) fixando todos os atomos Ca da proteina, o
sistema foi relaxado por mais 500 passos de minimizagao GC, seguidos de outros 2 ns de
simulacdo MD; (3) as coordenadas e velocidades da etapa de minimizagdo foram

utilizadas para iniciar as trajetorias de produgdo, totalizando 200 ns.

Para os célculos de perfis de energia livre, as coordenadas e velocidades do
ultimo passo da etapa anterior, com a enzima BCL orientada nas interfaces, foram
utilizadas para dar inicio as trajetérias de producdo, associadas ao calculo de energia
livre pelo método ABF, total de 200 ns para cada sistema. Neste caso, as etapas de
minimizacdo nao foram realizadas, partindo-se diretamente para a etapa de producao
(~200 ns). Em todos os casos, as trajetérias (e etapas de minimizacdo) foram realizadas
em ensemble NPT a 1 atm de pressao e temperatura de 298.15 K. Com controle de
pressdo mantido pelo barostato de Langevin (com periodo de 200 ps, e tempo de
decaimento de 100 ps) e temperatura de 298.15 K, mantida constantemente através da
dinamica de Langevin (com frequéncia de perturbacdo de 10 ps1). O campo de forca
CHARMM foi utilizado para todas as moléculas e ions envolvidos, com modelo TIP357
adotado para agua.>>%¢ As simulacdoesMD foram realizadas utilizando o programa

NAMD,*8 e visualizagdo das trajetorias utilizando o programa VMD.58

Os calculos de perfil de energia livre foram realizados pelo moédulo colvars
implementado no préprio programa NAMD,196 adotando-se o intervalo da coordenada
de reagdo de 0.1 A (AY), limite inferior da coordenada de reacgio £ (5.0 A) e limite
superior da coordenda de reacio £ (28.0 A) com constante de forca de 10.0 kcal/mol/A2
e amostragem de 5000 pontos. A coordenada de reagdo ¢ foi definida como descrito no
Capitulo 4, sendo considerada a distancia entre as a-hélices 5 e 9, especificamente, a
distancia entre os Ca de dois residuos que compdem as o-hélices 5 (Phe142) e 9 (Glyzso).
A coordenada reacional foi definida desta forma devido ao uso recorrente deste

parametro em trabalhos recentes, que avaliam a acessibilidade do substrato ao sitio
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catalitico em meio aquoso e de solventes organicos, por exemplo.2425 Por fim, as andlises
de distancias entre os atomos Co-Co, raio de giro, contatos nativos e rmsd nas
trajetorias foram realizadas com o pacote de ferramentas disponiveis no MDAnalysis,®0 e

VMD.58

Tabela 5. 1 Detalhe dos sistemas simulados nas interfaces.

Quantidade de Moléculas

Sistema Notacdo Aplicacdao ABF Agua CAME Octano
1 CAME Nao 15000 2000 0
2 OCTA Nao 15800 0 2500
3 H20 Sim 20800 0 0
4 CAME Sim 15000 2000 0
5 OCTA Sim 15800 0 2500
5.2. Resultados e discussoes

5.2.1.Orientacdo dos dominios Ul e U2 nas interfaces

agua/CAME e agua/octano

As simulacdes foram iniciadas com a proteina disposta nas interfaces
agua/solventes organicos com orientac¢do aleatdria, porém nas duas interfaces a BCL foi
igualmente disposta na caixa de simulacao, portanto, alterando-se somente o solvente
organico. Neste sentido, descrevemos aqui a orientacdo funcional da enzima BCL nas

interfces sem a introducdo de nenhuma pré-definicao.
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De forma surpreendentemente rapida, a enzima BCL rotacionou de tal forma
a expor a abertura do sitio catalitico para a fase organica. As rotagdes ocorreram em
tempos de simulacdo inferiores a 100 ns, como mostrado na Figura 5.3. Em ambas as
interfaces com octano e CAME, a reorientacdo completa da proteina aconteceu em
aproximadamente 80 ns de simulacdo, com a rotacdo na interface com octano sendo
aparentemente mais rapida (Figura 5.3B). O angulo orientacional no inicio da simulagao
era de ~100°, e convergiu para ~18° na interface com octano e para ~352 na interface

com o ester metilico.
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Figura 5. 3 Orientacdo da enzima BCL nas interfaces agua/CAME e agua/octano. O
angulo de rotacdo é definido como o angulo entre o vetor normal a interface e
apontando para a fase aquosa (cinza), e o vetor (vermelho) centrado no sitio ativo
(amarelo). Com tais definicoes, a configuracao inicial apresenta estes vetores
aproximadamente ortogonais entre si, sendo que a sua colinearidade indica que a
abertura do sitio ativo esta orientada para a fase organica. (A) Angulo de rotagio medido
no tempo de simulag¢do. (B) Taxa de rotagao, ou seja, velocidade angular de rotagdo do
angulo 6, em funcao do tempo de simulacdo. Ambos os graficos mostram que a
estabilidade das orientagdes é obtida antes de 100 ns de simulacdao, com a abertura do

sitio ativo orientada para a fase orgéanica.

Os dominios U1l e U2 assumem uma orientacdo aproximadamente paralela
com as interfaces, mas a imersiao nas fases organicas é diferente em cada caso. Os
dominios U1 e U2 sdo mais hidrofébicos, e o dominio C mais hidrofilico, sendo que estas

diferenc¢as na hidrofilicidade sdo determinantes para a orientacao final da enzima nas
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interfaces agua/octano e agua/CAME. O ester metilico é muito mais miscivel em agua do
que o octano devido a polaridade do grupamento ester, como mostrado na Figura 5.4.
Isto leva a interagcdes mais favoraveis do CAME com o dominio C da enzima BCL. Além
disso, as interacdes do ester metilico com as cadeias laterais polares e backbone dos
aminodacidos da proteina retardam a rotacdo da enzima. Este tipo de interacdo ndo esta
presente no octano, o que resulta nas diferencas dos equilibrios orientacionais

observados da enzima BCL em cada interface.

Figura 5. 4 Miscibilidade das duas fases, solvatacdo proteica e orientacdo da enzima nas
interfaces. (A) Agua (ciano) é parcialmente soltvel na fase do ester metilico (vermelho).
A interface é, portanto, espessa e pouco particionada, fato que torna a enzima BCL
significativamente solvatada por ambos os solventes. (B) A interface composta por agua
(ciano) e octano (roxo) é estreita e bem definida, devido a imiscibilidade dos
componentes. A enzima BCL interage com a fase de octano apenas superficialmente,
porém precisamente orientada para expor a abertura do sitio catalitico para a fase

organica.
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A exposicdo da triade catalitica para a fase organica esta representada na
Figura 5.5. A rotagdo da enzima BCL leva a uma orientagao estavel na interface, fato que
¢ altamente sugestivo de um estado ativado. Devido a alta polaridade do ester metilico
comparativamente ao octano, a proteina esta parcialmente imersa na fase organica do
CAME, equanto que as interagdes da enzima com octano é apenas superficial. Em ambos
0s casos, porém, moléculas do solvente organico penetram na cavidade do sitio ativo e
interagem diretamente com os residuos da triade catalitica (Ser87-Asp264-His286).

Resumidamente, nossos resultados mostram que a enzima BCL ¢é
rapidamente orientada nas interfaces compostas por agua e os dois solventes organicos,
expondo superficie do core hidrofilico (dominio C) para a fase aquosa e os dominios
mais hidrofébicos (Ul e U2), que hospedam a abertura do sitio catalitico, para a fase
organica. As orienta¢des finais em ambas as interfaces sdo estaveis, persistindo por
tempo superior a 130 ns, indicando sua relevancia funcional. O grau de hidrofobicidade
da fase organica parece estar correlacionado com a velocidade de orientagdo, sendo que

todo o evento ocorre mais rapidamente na interface com octano comparativamente ao

observado com o éster metilico.
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Figura 5. 5 Entrada dos solventes na abertura do sitio catalitico da enzima BCL, levando

a interagdes diretas com a triade catalitica. (A) octano e (B) CAME.

5.2.2. Alteragoes conformacionais da enzima BCL de acordo com

a orientacao nas interfaces

A estabilidade estrutural da enzima BCL em cada interface foi avaliada por
parametros como raio de giro, fracio de contatos nativos e RMSD em relacdo a
estabilidade estrutural somente em agua, como mostrado na Figura 5.6. A estrutura
proteica da enzima BCL se mostrou estavel na interface agua/CAME, enquanto leves

alteragdes estruturais sdo observadas na interface com octano.
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Figura 5. 6 Analises conformacionais da enzima BCL nas interfaces: (A) raio de giro, (B)

fracdo de contatos nativos; (C) RMSD em func¢do do tempo de simulacdo. Na interface

agua/CAME a enzima é mais estavel, enquanto que na interface agua/octano

aparentemente ha uma pequena alteragdo estrutral comparativamente a estrutura

proteica em agua. As linhas azuis e as sombras em ciano representam a média e desvio

padrao para cada uma das propriedades observadas previamente em simulagdes da BCL

em agua pura.’é

As alteragdes estruturais observadas para a interface com octano podem ser

um sinal de inicio de desnaturacdo ou alteracdo estrutural associada com funcao da

enzima na interface organica.l2> Portanto, para investigar estas duas possibilidades, nés
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calculamos os RMSDs independentemente para cada residuo, para identificar a regiao da
proteina responsavel pela alteragdo conformacional observada na interface com octano
(Figura 5.7). Interessante observar que as regides da proteina com deslocamentos
significantes na interface com octano sao também as mesmas regides de alta
flexibilidade na interface com CAME. Esta similaridade aponta para papel funcional

destas flgutuacoes, embora possam ser superestimada na interface com octano.
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Figura 5. 7 Flutuagdes estruturais dos residuos da enzima BCL em fung¢do do tempo, de
acordo com o RMSD dos atomos Co em relagdo a estrutura inicial da simulagdo. (A)
interface agua/octano. (B) interface agua/CAME. Claramente, as mesmas regioes de
altos desvios sdo observadas em ambas as interfaces (residuos 15-30; 120-160; 220-

270), porém com deslocamentos maiores observados na interface com octano.

As regides de maiores mobilidades observadas na Figura 5.7 compreendem
os dominios U1l e U2 (residuos 118-166 e 215-261, respecticamente), que estdo em
contato direto com a fase organica depois da reorientacdo da proteina. Na Figura 5.8
mostramos a a posicdo relativa destes dominios, medida pela distancia entre os residuos
Phe142 e Gly250 (ver Figura 4.3). Claramente, estes dominios sdo afastados entre si
quando interagem com a fase organica, principalmente na interface com octano. A

distancia entre Phe142 e Gly250 também aumenta na inrface com CAME, porém nao na
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mesma extensdao. O aumento na abertura da cavidade catalitica situada entre os
dominios Ul e U2 expde a triade catalitica (Ser87-Asp264-His286), e indica que as
flutuagdes conformacionais observadas estdo associadas com a ativacdo proteica, como

discutido previamente.
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Figura 5. 8 Exposicdo do bolsdo catalitico, representada pela distdncia entre os
dompinios Ul e U2 da enzima BCL apds a interacdo com a fase organica. (A) Distancias
entre os atmos de Co dos residuos Phe142 (dompinio U1) e Gly250 (dominio U2), em
funcdo do tempo de simulagdo, indicando aumento na abertura catalitica apds a
reorientacdo da proteina (~75 ns). (B) e (C) distribuicdes das distancias nas interfaces
com octano e CAME, respectivamente, mostrando que o distanciamento dos dominios é
maior na interface agua/octano. A linha vertical azul (~22 A) indica a distincia

associada a forma aberta da enzima em 4gua pura.
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5.2.3. Perfil de energia livre para o afastamento das hélices a5 e

a9 com dominios U1 e U2 imersos na fase organica

Lipases diferem de outras esterases pela dependéncia de sua atividade com a
concentracdo de substrato. Particularmente, lipases apresentam significativo aumento
em sua atividade catalitica em solugdes saturadas de substratos.126.127 De forma
semelhante, a atividade catalitica de lipases também é aumentada na presenca de
solventes organicos, sugerindo o papel estrutural das interfaces no processo
catalitico.128129 No entanto, a enzima BCL e outras lipases também sdo ativas em
solucdes aquosas.16

A atividade enzimatica da BCL pode ser governada pela abertura e
fechamento da cavidade catalitica, que parece ser favorecida pela interacdo com as fases
organicas. A modulacdo da exposicao do sitio de ligacdo pode ser de natureza cinética ou
temodinamica. Se a for de natureza cinética, a energética para a transicdo entre as
conformacoes aberta = fechada deveria ser reduzida. Por outro lado, se a ativacao for
termodinamica, as interacdes com a fase organica devem promover a estabilizacao
relativa da conformacgao aberta ativa.

Para comprovar o mecanismo de ativacdo nas interfaces agua/solventes
organicos, nos calculamos os perfis de energia livre ao longo da coordenada de reacao
associada com a abertura e fechamento do bolsdo catalitico. Dado que a orientacao da
enzima nas interfaces é muito rapida, usamos as configura¢des da BCL obtidas a partir
das simula¢des convencionais, descritas na se¢do anterior, Com a proteina equilibrada
nas interfaces, realizamos os calculos de energia livre de abertura e fechamento dos
dominios U1 e U2 usando o método ABF (Adaptive Biasing Force). Adicionalmente, os
mesmos perfis de energia livre foram obtidos em agua pura.

A Figura 5.9 apresenta o perfil de energia livre associado com a abertura da
cavidade catalitica em diferentes meios. Em agua (linha preta), o estado conformacional
fechado (~6 A) e o estado conformacional aberto (~ 22 A) possuem energias livres
similares. Portanto, as simulagdes indicam que a enzima BCL pode ser encontrada em
ambas os estados, inativo (fechada) e ativo (aberta) com mesma probabilidade. Além

disso, é possivel observar uma barreira energética associada a transicdo entre os dois
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estados de ~ 9 kcal-mol1, o que implica que implica que a transi¢do deve ser um evento
raro na temperatura ambiente.

Nas interfaces, no entanto, ocorre uma grande estabilizacdo do estado
conformacional aberto do sitio ativo. As energias livres calculadas para os estados
abertos sdo agora ~55 kcal-mol-l menor do que o estado fechado. Ademais, ndo ha mais
a barreira energética associada com a transicao (linhas azul e vermelha na Figura 5.9).
Estes perfis de energia livre implicam que nas interfaces o estado aberto da proteina é
completamente dominate, e ndo existe uma barreira cinética para a ativacdo da enzima
quando esta em contato com a fase organica. De fato, este resultado é consistente com a
observacao em nossas simulacdes de abertura do sitio catalitico no curto tempo de
simulacdo comparado com as flutuagdes estruturais tipicas da proteina. Portanto, as
interacbes com a fase organica, na orientagdo adequada, induzem uma rapida e
irreversivel abertura da cavidade catalitica.

A partir da perspectiva estrutural, nés podemos atribuir uma maior
estabilidade da forma aberta da enzima BCL pela penetracao de moléculas organicas na
cavidade catalitica (Figura 9.5). Esta penetragdo do solvente é altamente favoravel, por
causa da natureza hidrofébica dos residuos dos dominios Ul e U2. Uma vez que o
solvente esta disposto na entrada do sitio catalitico, o0 volume ocupado pelas moléculas

organicas impede o mecanismo inverso, ou seja, a aproximacado das a-hélices 5 e 9.
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Figura 5. 9 Perfis de energia livre da abertura do bolsdo catalitico da enzima BCL em
agua e em interfaces com octano e CAME. As menores energias livres das formas abertas
da enzima nas interfaces resultam da penetracdo das moléculas organicas dentro dos
dominios U1 e U2, que impedem o retorno para o estado fechado. Ndo somente a forma
aberta da enzima se torna mais estavel nas interfaces, como a barreira de energia livre
associada a transicao que existe em agua é eliminada. A convergéncia dos perfis de
energia livre foi definida pela comparacado dos valores obtidos nos passos crescentes da

simulacao.
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5.2.4. Modelo enzimatico da BCL em interface: translacao,

orientacdo e energia livre de abertura do sitio catalitico

Os resultados apresentados aqui permitem propor um mecanismo geral de
ativacdo da enzima BCL em interfaces, com especificidade previamente desconhecida. O
mecanismo é mostrado na Figura 10.

Em 4gua, a BCL apresenta igual probabilidade de ser encontrada em suas
formas aberta ou fechada (diferenca de energia livre de zero), e existe uma barreira
associada a transicdo entre estes dois estados. Considerando que a forma fechada nao
permite a entrada de substrato, a atividade enzimatica da BCL é reduzida.

Na presenca da interface com solvente menos polar, a enzima BCL migra para
a interface e rapidamente se reorienta de forma a maximizar as intera¢des dos dominios
hidrofébicos Ul e U2 com a fase organica. A escala de tempo deste fendOmeno de
reorientacdo parece ocorrer em tempos inferiores a microsegundos, portanto, nao
implica em barreira importante para a ativagdo enzimatica. A extensdo de polaridades
amostradas por octano e CAME é similares aquelas encontradas em substratos naturais
de lipases, e com isso, esperamos que mecanismos e escala de tempos similares possam

ser observados para outras interfaces com relevancia biofisica.

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



151
Capitulo 5. Dindmica orientacional da enzima BCL em interfaces e efeitos na
acessibilidade do substrato

e Fase
fechado = aberto dO sitio catalitico orgéanica
@ : Interface
Fase
aquosa

Figura 5. 10 Mecanismo de ativacdo da enzima BCL em interfaces agua/solventes
organicos: a enzima é partialmente ativa em agua, podendo ser encontrada nos estados
aberto ou fechado com igual probabilidade. Quando a proteina atinge a interface,
rapidamente ela se reorienta para expor os dominios Ul e U2 para a fase organica.
Finalmente, a abertura do bolsdo catalitico se torna altamente favoravel do ponto de
vista da termodindamica, e expde a triade catalitica para o substrato ou solucdo de

substrato.

Finalmente, uma vez que a proteina estejadevidamente orientada na
interface, a barreira da energia livre associada com a abertura do sitio catalitico é
reduzida, de forma que a cavidade catalitica aberta permite a entrada de moléculas da
fase organica. A entrada destas moléculas, usualmente maiores que as moléculas de
agua, estabilizam completamente a forma aberta da enzima, tornando o processo de

fechamento termodinamicamente inacessivel a temperatura ambiente.

0 acesso facilitado do substrato ao sitio catalitico quando a enzima assume a
forma aberta nas interfaces explica o0 aumento na atividade catalitica, que é observado
para a enzima BCL e outras lipases em meios heterogéneos, ou em solu¢des saturadas do

substrato, onde é esperada a formacdo de aglomerados moleculares do substrato.2?3
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5.3. Conclusoes parciais

Considerando os resultados apresentados neste Capitulo, podemos agora

inferir sobre a orientacdo de lipases em interfaces, especialmente a enzima BCL, e

influéncia na abertura do sitio catalitico. Tais conclusdes podem ajudar a explicar o

fendmeno da ativacdo de lipases em interfaces:

D

(1D

(111)

A orientacdo da enzima BCL na interface ocorreu numa pequena
escala de tempo de simulagdo (~75 ns), mostrando que este processo
¢é termodindmicamente e cineticamente muito favoravel. Além disso, o
processo de orientagdo da enzima BCL nas interfaces é acompanhado
pela aproximacdo dos residuos da triade catalitica (Sers7-Asp2es-
His2gs) com as moléculas da fase organica e consequentemente do

substrato, cosiderando sua alta hidrofobicidade;

AlteracOes estruturais, de acordo com os rmsds, raio de giro e
contatos nativos, mostraram que a enzima BCL se afastou mais de sua
estrutura cristalografica inicial com o solvente mais apolar (octano).
Porém, nenhum processo de desnaturacao foi identificado, mostrando
que este mecanismo é intrinseco desta proteina, onde os dominios U1
e U2, quando imersos na fase organica, se distanciam expondo o sitio

catalitico;

Os perfis de energia livre calculados para a abertura do sitio catalitico
mostram claramente como as interfaces devem agir para induzir o
aumento na atividade catalitica. Podemos sugerir que, sendo os
dominios Ul e U2 hidrofébicos, solventes da camada organica
acumulam-se na entrada do sitio catalitico, dificultando que o

processo de “fechamento” ocorra, e facilitando a entrada do substrato.

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



153
Conclusdes finais da tese

Conclusaes finais da tese

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou compreender com mais
detalhes as interagdes entre osmolitos (estabilizante sorbitol e desnaturante uréia) com
superficies proteicas. Os resultados de solvatacao para a enzima BCL, fornecidas nos
Capitulos 1 e 2, podem ser extrapolados para proteinas de forma geral. Nestes casos,
identificamos que a solvatagdo proteica é altamente competitiva, contrapondo as
hipéteses correntes da literatura, onde considera-se um processo de particionamento do
solvente nas camadas mais préximas da superficie proteica. Isto abre caminho para que
as discussdes sobre a estabilidade de proteinas induzida por polidis, como o sorbitol,
nao sejam pautadas somente pela “exclusdo preferencial” ou “hidratacao preferencial”,
deve-se considerar a complexidade das interacdes proteina-poliol. Por outro lado, o
carater desnaturante da uréia é tradicionalmente explicado pela sua capacidade de
interagir com a superficie de proteinas “interacao preferencial” e deslocamento de
moléculas de agua “desidratacdo preferencial”, sendo que quanto mais efetivo este
comportamento, maior carater desnaturante deve ser observado. Questionamos uma
possivel supervalorizagdo desta interpretacdo, ou seja, o efeito desnaturante induzido
por uréia pode ter suas origens em interacdes que vao além da simples interpretacdo do
aumento da afinidade pela superficie proteica como um todo. Uma possivel explicacdo
fornecida no Capitulo 2 considera as interagées com o backbone proteico como sendo
importantes para o inicio do processo de desnovelamento, inclusive pela capacidade da
uréia em atuar nesta regido tanto como receptora ou doadora nas ligacdes de
hidrogénio, dependendo do estado de protacdo dos residuos acidos Asp/Glu. Ainda
investigando sobre a influéncia do sorbitol no aumento da atividade -catalitica,
mostramos no Capitulo 4 que este osmolito pode atuar estabilizando os estados
conformacionais “abertos” do sitio catalitico (via afastamento dos dominios hidrofébicos
Ul e U2), justificado pela alta afinidade do sorbitol por residuos apolares. Este
mecanismo, inclusive, pode ser extrapolado para o entendimento deste fendmeno em

outras proteinas e utilizando outros polidis como trehalose ou sacarose. Finalmente,

Oliveira, IP. Tese Doutorado. 1Q-UNICAMP-2017.



154
Conclusdes finais da tese

estudamos um aspecto muito importante dentro do mecanismo cinético envolvendo
lipases, a orientacdo e ativacao interfacial. Nos resultados apresentados no Capitulo 5,
mostramos que este processo é possivel de ser acompanhado por simulacdes de
Dinamica Molecular (orientacdes em ~75 ns), jd que apresentam uma cinética de
rotacdo rapida. Mostramos como os dominios Ul, U2 e C orientam-se no sistema
particionado. Com isso, a camada hidrofébica estabiliza a conformacao “aberta” da
enzima BCL, aproximando moléculas do solvente ao sitio enzimatico e expondo a triade
catalitica. Sugerimos que este fendmeno deve justificar a eficiéncia enzimatica de lipases

em sistemas com interfaces organico/aquosas.
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v' Estudar a dinidmica de solvatacdo por outros osmolitos estabilizantes
pertencentes a classe dos derivados de aminoacidos (taurina, betaina e prolina,
por exemplo) e metilaminas como o TMAO, identificando a distribuicao destes
compostos nos diferentes tipos de residuos protéicos. Inclusive com alteracdo no
estado de protonacdo de alguns residuos, como aspartato, glutamato, lisina,

arginina e histidina;

v" Conduzir um trabalho experimental e de modelagem computacional para avaliar
se a enzima BCL também pode ser perturbada em altas concentragdes de sorbitol,
acima de 1 mol-L-1. Isto mostraria estruturalmente como a enzima BCL se

comportaria nos extremos de concentragdes deste poliol;

v’ Avaliar abertura/fechamento de outras enzimas que apresentem mecanismo
semelhante de abertura do sitio catalitico (lipases de Candida rugosa, Rhizomucor
miehei e Thermomyces lanuginosa, entre outras)103 na presenca de outros poliois

(glicerol, trehalose, manitol e sacarose, por exemplo);

v Investigar a acessibilidades de substratos ao sitio catalitico da BCL na presenca
de interfaces. Isto pode ser feito de forma a avaliar como a polaridade de
substratos pode influenciar na catalise enzimatica, por exemplo, substratos muito
hidrofébicos devem ficar transladando na fase organica e mais facilmente entrar
no sitio catalitico, assumindo que a enzima rapidamente se oriente na interface.

Pode-se também investigar a influéncia do solvente organico neste processo;
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v Aplicar o método ABF para estudar a dissociacdo de ligantes da enzima BCL.
Pode-se avaliar a dissociacdo de diferentes substratos (TAGs com cadeias
carbonicas variadas em tamanho e saturacdo) tanto em solugdo aquosa quanto
em interfaces. Isto mostraria um perfil de afinidade do substrato pelo sitio
catalitico dependente da orientacdo enzimatica em interfaces. Pode-se também
avaliar a dissociacao de produtos (acidos graxos com diferentes tamanhos e
saturagdes) em solugdo aquosa e interfaces. Neste caso poderia ser estudado um
mecanismo alternativo de difusdo do produto, considerando a sua migracao para

fase aquosa (e nao pela abertura das a-hélices 5 e 9);

v' Considerando que esta enzima é uma esterase, com aplica¢cdes na producio de
ésteres alquilicos (biodiesel), pode-se estudar a influéncia do solvente utilizado
na camada organica na difusdao dos produtos formados no sitio catalitico. Neste
caso o produto formado poderia migrar para a fase hidrofébica ou hidrofilica de

acordo com sua afinidade.
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