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RESUMO

O papel dos nós nas proteínas permanece indefinido. Alguns estudos sugerem um

impacto na estabilidade, no entanto, a dificuldade em comparar sistemas para avaliar

esse efeito tem sido um importante desafio. Neste estudo, foram produzidas e analisa-

das trajetórias de dinâmica molecular de duas variantes de ornitina transcarbamoilase

(OTC), as quais apresentam arranjos estruturais semelhantes, mas apenas em uma é

verificada a presença de um nó do tipo 31. Os resultados da raíz do desvio quadrado

médio (RMSD) mostraram estruturas equilibradas para as trajetórias produzidas e raíz

da flutuação quadrática média (RMSF) mostrou diferenças sutis na flexibilidade. Na

região do nó, a proteína com nó (PcN) não apresentou grande flutuação em nenhuma

temperatura. Para a proteína sem nó, o resíduo GLY243 mostrou uma alta flutuação

na região correspondente ao nó. A fração de contatos nativos (Q) apresentou perfil se-

melhante em todas as temperaturas, com maior diminuição para 436K. A investigação

do comportamento conformacional por meio de análise de componentes principais

(PCA) e mapa dinâmico de correlação cruzada (DCCM) mostrou que a PcN é menos

propensa a sofrer alterações em sua conformação para as condições empregadas em

comparação com a proteína sem nó. Os dados PCA mostraram que a proteína sem

nó apresentou maior dispersão nas conformações, o que sugere que ela tem maior

capacidade de transições de conformação em resposta às mudanças térmicas. Os grá-

ficos de DCCM comparando as temperaturas 310K e 436K mostraram que a PcN teve

menos mudança nos movimentos de correlação e anticorrelação, indicando maior es-

tabilidade estrutural. Os descritores de reatividade locais usados na investigação de

características da estrutura eletrônica mostraram diferenças para os resíduos idênticos

nas duas proteínas na região do nó. Isso sugere que descritores de reatividade obtidos

por cálculos quânticos podem ser usados em investigação do efeito que o nó pode

exercer na estrutura eletrônica de PcN.

Palavras-chave: PcN. Dinâmica Molecular. PCA. DCCM. Descritores de

Reatividade



ABSTRACT

The role of knots in proteins remains undefined. Some studies suggest an impact on

stability, however, they have difficulties in comparing systems to assess this effect. In

this study, were produced and analyzed molecular dynamic trajectories of two variants

of ornithine transcarbamoylase (OTC), only one of which has a 31 knot, in order to

evaluate the relative stability of the two molecules. Root mean square desviation

(RMSD) showed equilibrated structures for the produced trajectories, and root mean

square fluctuation (RMSF) showed subtle differences in flexibility. In the knot moiety,

the knotted protein did not show a great deal of fluctuation at any temperature. For the

unknotted protein, the residue GLY243 showed a high fluctuation in the corresponding

moiety. The fraction of native contacts (Q) showed a similar profile at all temperatures,

with the greatest decrease by 436K. The investigation of conformational behavior

with principal component analysis (PCA) and dynamic cross-correlation map (DCCM)

showed that knotted protein is less likely to undergo changes in its conformation

under the conditions employed compared to unknotted. PCA data showed that the

unknotted protein had greater dispersion in its conformations, which suggests that

it has a greater capacity for conformation transitions in response to thermal changes.

DCCM graphs comparing the 310K and 436K temperatures showed that the knotted

protein had less change in its correlation and anti-correlation movements, indicating

stability structural compared to the unknotted. The local reactivity descriptors used

investigation of electronic structure characteristics showed differences for the identical

residues in the knot moiety. This suggests that the reactivity descriptors obtained by

quantum calculations can be used in the investigation of the effect that the node can

have on the electronic structure of knotted protein.

Key words: Knotted Protein. Unknotted. PCA. DCCM. Reactivity Descrip-

tors
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Capı́tulo 1
Introdução

Proteínas são macromoléculas largamente estudadas por cientistas experimentais

e teóricos ao redor do mundo. Particularmente, estruturas com arranjo tridimensio-

nal complexo são um desafio na busca constante em compreender como a estrutura

proteíca impacta no funcionamento biológico [1–4] .

Essas estruturas desempenham papéis cruciais nos mais variados processos bioló-

gicos, entre os quais podem ser citados a extensa participação na catálise de reações

químicas que ocorrem nos organismos, o transporte de moléculas como o oxigênio,

indispensável ao funcionamento dos sistemas biológicos por meio da hemoglobina,

mecanismos de defesas, os quais incluem imunoglobinas, e ainda, são essas estruturas

moleculares que controlam a atividade dos genes por meio de proteínas reguladoras

que se ligam ao DNA em sítios específicos [5] .

Em relação a composição molecular, as proteínas são polímeros de aminoácidos.

Embora apresentem estruturas e funções tão diversificadas, a sequência de aminoáci-

dos que compõem a estrutura é obtida combinando-se 20 tipos diferentes destes, os

quais possuem em sua estrutura quatro grupos ligados a um átomo de carbono (car-

bono alfa, Cα), sendo eles um grupo amino ( −NH2), um grupo carboxílico (–COOH),

um átomo de hidrogênio (H) e um grupo R, também denominado cadeia lateral, que

é variável para cada aminoácido.

A compreensão da estrutura das proteínas se dá em diferentes níveis de comple-

xidade. Essas macromoléculas são descritas em uma espécie de hierarquia conceitual,

que normalmente é definida em quatro níveis: estruturas primária, secundária, ter-

ciária e quaternária [6] .
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A figura 1 resume os diferentes níveis de classificação estrutural das proteínas.

Figura 1 – Representação hierárquica da classificação estrutural de proteínas. Da es-
querda para a direita a representação de estruturas: primária, secundária,
terciária e quaternária.

Fonte: Adaptado de Francisco Junior e Francisco, 2006 [7] .

Para que uma proteína exerça seu papel de forma adequada é necessário que esteja

em sua forma biológica funcional específica, a qual recebe o nome de estado nativo.

Esse por sua vez, coincide com o arranjo tridimensional da estrutura terciária da pro-

teína (ou quaternária quando a proteína possui ao menos duas cadeias polipeptídicas

associadas), sendo resultado do empacotamento das estruturas secundárias, como

cadeias hélice α, folhas β, loops [8,9] .

Ao longo do tempo, estudos foram realizados com o intuito de desvendar a estru-

tura das proteínas e sua reatividade que é extremamente influenciada por seu arranjo

espacial [10] .

Atualmente, embora já se saiba muito sobre a estrutura das proteínas, bem como as

forças que as mantém e sua atividade nos sistemas biológicos, há ainda proteínas que

possuem uma característica marcante em seu arranjo estrutural, o que tem desafiado

os pesquisadores quanto à sua função e surgimento – a presença de nós geométricos

em sua estrutura [4,11] . Devido a essa característica estrutural, essas macromoléculas

são denominadas pelo termo em inglês Knotted Proteins.

A Figura 2 apresenta a estrutura tridimensional da proteína de entrada PDB 4JKA

que tem um nó geométrico na sua estrutura.
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Figura 2 – Representação de uma knotted protein. Proteína com nó de entrada PDB
4JKA. Em verde a região do nó na estrutura, em vermelho os resíduos que
delimitam o nó.

Fonte: criado com VMD [12] .

Nesse texto, essas estruturas serão tratadas como “Proteínas com Nó (PcN)”. Os

esforços para compreensão do impacto que a presença de nó traz à proteína, bem

como a busca por compreender como esses são formados têm se concentrado nos

âmbitos experimental e teórico [3,13–15] .

O nó nas proteínas é identificado no estado nativo, ou seja, em sua conformação

de atuação biológica [4,14] . No entanto, a compreensão do papel deste arranjo para as

propriedades estruturais ou de atuação nos processos biológicos permanece como um

desafio para os pesquisadores [16,17] .

Embora o primeiro relato de nó em proteínas já tenha mais de 40 anos [18,19] ,

ainda hoje esse pode ser considerado um dos temas mais intrigantes em bioquímica

estrutural [17,20] . Com isso, estudos que possam contribuir para a compreensão desse

tema, tendo em vista sua complexidade, podem abrir portas para investigação de

impactos na relação estrutura-atividade de proteínas.
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Neste trabalho buscou-se investigar características de duas variantes de ornitina

transcarbamoilase (OTC) por meio de métodos computacionais, com foco em diferen-

ças observadas para a proteína com nó.

Entre as proteínas com nós conhecidas, as OTCs tem o exemplo único que permite

uma investigação da contribuição do nó para a estrutura, pois duas de suas varian-

tes possuem arranjo tridimensional muito similar, mas em apenas uma se verifica a

presença de um nó [1,14] .
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Capı́tulo 2
Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar proteínas com nós geométricos por meio de métodos de química compu-

tacional.

2.2 Objetivos Específicos

• Utilizar servidores online para identificação de proteínas com nó em sua estru-

tura;

• Aplicar Dinâmica Molecular para investigar propriedades dinâmicas de proteínas

com nó;

• Realizar análises convencionais e outras com foco no comportamento dinâmico

nas trajetórias produzidas por dinâmica molecular em proteínas com nós geo-

métricos;

• Realizar uma análise comparativa entre variantes de transcarbamilase de ornitina

(OTC) quanto a diferenças provenientes da presença de nó.

• Calcular descritores de reatividade para avaliar características eletrônicas de

proteínas com nó.
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Capı́tulo 3
Fundamentação Teórica

Neste capítulo abordamos conceitos que fundamentam a compreensão do tema

estudado, apresentamos trabalhos já desenvolvidos sobre Proteínas com Nó, bem como

os fundamentos dos cálculos usados na simulação das estruturas tratadas nesta Tese.

3.1 Proteínas com Nó (PcN)

A existência de nó na estrutura de proteínas durante muito tempo foi julgada

como não sendo possível, tendo sido vista com certo ceticismo pela comunidade

científica [4,19] .

A primeira afirmação da presença de um nó em uma proteína foi feita por Ri-

chardson em 1977 [18] . Em 1994 Mansfield [19] realizou o primeiro levantamento de

estruturas com nó no banco de dados de proteínas Protein Data Bank 1 [21] . Nesse

estudo, para um total de 400 estruturas analisadas, a presença de um nó foi observada

somente em uma proteína, a anidrase carbônica (Figura 3).

1<https://www.rcsb.org/>

https://www.rcsb.org/
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Figura 3 – Representação da estrutura da anidrase carbônica PDB
2CAB. Em violeta a região da estrutura que compreende
o nó.

Fonte: criado com VMD [12] .

Mesmo com os registros citados acima, de acordo com Jackson e colaboradores [22] ,

até o ano de 2000 prevalecia o entendimento que as proteínas não deveriam apresentar

nós em sua estrutura para que isso não comprometesse sua cinética durante o processo

de enovelamento. Os nós seriam então evitados durante esse processo devido à cinética

de sua formação ser complexa e lenta [11,23] .

Nos últimos anos, estudos tem apontado que entre 1% e 2% das estruturas de

proteínas depositadas no Protein Data Bank possuem pelo menos um nó [11,13,24] . Con-

siderando a enorme quantidade de estruturas já depositadas em banco de dados, essa

pequena proporção de proteínas que possuem esse tipo de arranjo estrutural contri-

bui para aumentar o interesse na investigação acerca do tema. O primeiro passo que

permitiu a compreensão desse arranjo é a definição do que é um nó em proteínas, e

como esse é determinado .
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3.2 Caracterização computacional de Proteínas com Nó

A definição de nó é fundamentada através de um campo da matemática denomi-

nado de “Teoria dos Nós” [25] . Nesta teoria, se estuda o emaranhamento em cadeias

fechadas. Todavia, seus conceitos podem ser estendidos para estudar nós em cadeias

abertas [26] .

O nó é definido como uma curva fechada no espaço que não possui autointer-

secção [27] . Para essas curvas o nó é determinado de maneira única por meio de um

invariante polinomial que é calculado sobre uma projeção da curva num plano. Entre

os polinômios bem conhecidos dentro da teoria dos nós estão os polinômios de Jones e

Alexander [27–29] , sendo este último o mais implementado nas ferramentas disponíveis

para identificação de nós em proteínas [16,26,30] .

Os nós já caracterizados em proteínas são classificados de acordo com os cruza-

mentos das cadeias de polipeptídeos, que especificam sua topologia [31] . O nó mais

simples e que está presente na maior parte das proteínas é do tipo 31, o qual possui

três cruzamentos na cadeia. Em sequência de complexidade topológica tem-se os nós:

41, que possui quatro cruzamentos, 52 que possui cinco cruzamentos de cadeias, e o

nó do tipo 61 o de maior complexidade, possuindo seis cruzamentos [9] .

Na figura 4, abaixo são apresentados os diagramas representativos desses tipos de

nós.

Figura 4 – Diagrama de representação da topologia de nós já encontrados nas proteí-
nas.

Fonte: Adaptado de Alexander, Taylor e Dennis, 2017 [31] .

Para a maioria das proteínas é muito difícil ou mesmo impossível visualizar a olho

nu a presença de um nó em sua estrutura [16,26] . Diante disso, diversos servidores

e/ou programas fazem análise topológica dos nós nas estruturas a partir do arquivo
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PDB 2 [21] identificando o tipo e produzindo imagens do nó e de sua representação

geométrica, além de fornecerem outras informações. Entre os servidores disponíveis,

podem ser citados: KnotProt 3 [16] e Knots 4 [30] . Na figura 5 proteínas com diferentes

nós são representadas .

Figura 5 – Representação de proteínas com nó (PcN). No topo a estrutura tridimen-
sional, ao centro a representação obtida com uma suavização no servidor
Knots para detecção do nó e na parte inferior a identificação do tipo de nó:
31 (PDB 1J85), 41 (PDB 1YVE), 52 (PDB 1XD3).

Fonte: criado com VMD [12] e UCFS Chimera [32] .

Conforme apresentado anteriormente, a Teoria dos Nós é aplicada para curvas

fechadas. No entanto, em se tratando de proteínas que são formadas por cadeias

abertas, para que essa teoria possa ser aplicada são utilizados argumentos matemáticos

que normalmente permitem aplicar a teoria às cadeias polipeptídicas unindo-se seus

resíduos terminais, tratando a cadeia principal como um circuito fechado [33,34] .

No procedimento para determinação dos nós nas proteínas, os servidores mais co-

muns empregam o algoritmo KMT [29] , que permite a redução da estrutura, mantendo

somente os aminoácidos essenciais para a estrutura topológica da proteína [26,30] .

2<https://www.rcsb.org/>
3<https://knotprot.cent.uw.edu.pl/>
4<http://knots.mit.edu/>

https://www.rcsb.org/
https://knotprot.cent.uw.edu.pl/
http://knots.mit.edu/
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O KMT [29] trabalha de forma a avaliar todos os triângulos identificáveis numa

cadeia formada por três aminoácidos em sequência, removendo o aminoácido médio,

caso um triângulo não seja cruzado por nenhum outro segmento da cadeia. Depois de

um certo número de iterações a cadeia é reduzida mantendo a mesma topologia da

cadeia original. Esse processo é ilustrado na Figura 6.

Figura 6 – Ilustração do procedimento de trabalho do algoritmo KMT para redução
da configuração da estrutura da proteína.

Fonte: Adaptado da página do KnotProt [16] .

Especificamente no servidor KnotProt, com última versão KnotProt 2.0 desenvolvida

por Dabrowski-Tumanski e colaboradores [16] , após a redução da estrutura utilizando

o algoritmo KMT, para o fechamento da cadeia é aplicado um método que conecta os

pontos finais da estrutura centenas de vezes a dois pontos escolhidos aleatoriamente

a partir de vértices de um icosaedro truncado. Estes dois pontos são então conectados

por um arco na superfície da esfera, o tipo de nós que aparece com maior frequência

entre as tentativas para uma determinada estrutura é então definido como seu tipo de

nó. A figura 6, ilustra esse processo e também o método de fechamento determinístico.
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Figura 7 – Métodos de fechamento utilizados para cadeias abertas de proteínas: a
esquerda o fechamento aleatório usado no KnotProt e a direita um método
alternativo, onde o fechamento do circuito ocorre pela menor distância
entre os terminais.

Fonte: Adaptado da página do KnotProt [16] .

O KnotProt apresenta os dados referente a topologia da proteína como um diagrama

de matriz, definido como “Impressão Digital” para a PcN, mostrando detalhes como o

tipo do nó, a composição deste, e ainda a presença de topologia “slipknot”. Devido a

esta informação detalhada este é o servidor mais empregado para caracterização das

proteínas com nó.

Apesar de a busca por desvendar as implicações do nó para a proteína ter tido

avanços, ainda não é possível afirmar se estes exercem de fato alguma influência

quanto ao desempenho da função biológica e se ocorrem acidentalmente, isto é, seu

papel ainda não é claramente compreendido [26,35,36] .

Importante ao estudo das PcN é identificar entre estas qual o tipo de nó mais

comum e a classe funcional que contém majoritariamente um tipo específico de nó.

Pensando nisso, apesar do percentual baixo de PcN já identificadas frente ao total

de estruturas de proteínas depositadas no Protein Data Bank [21] , alguns trabalhos

apresentam esses dados que mostram os nós por meio das classes funcionais das

proteínas [22,37] .

A partir dos dados já reunidos, usando como critério de busca, mostrar somente

cadeias completas (todos os átomos) no servidor Knotprot [16] a maior parte das PcN

possui nó do tipo 31. Para esse tipo são encontradas 484 entradas. Para os demais tipo

de nó, o tipo 41 tem 37 entradas, para 52 são encontrados 10 entradas, e, para o tipo 61

3 entradas. Esses números são variáveis a depender do acesso, tendo em vista que o
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servidor é atualizada semanalmente com base nas estruturas do Protein Data bank [21] .

Pelo total de entradas no Knotprot, [16] a maior parte das PcN possui nó do tipo 31,

e para o tipo mais complexo (61), há somente uma proteína identificada, a α-haloácido

dehalogenase (PBD 3BJX) . Essa proteína é um membro de uma importante classe de

enzimas microbianas que catalisam a degradação de poluentes orgânicos por meio da

clivagem da ligação carbono-halogênio [38] .

Como já mencionado, o estudo de nós em proteínas, apesar de ter tido seu primeiro

relato a mais de 40 anos, ainda requer avanços para que as implicações desse arranjo

possam ser desvendadas. Nessa busca os estudos computacionais têm tido papel cada

vez mais importante ao longo do tempo.

Trabalhos envolvendo técnicas de simulação e modelagem molecular de proteínas

com nó tem buscado avaliar vários aspectos do ponto de vista teórico de como esses

nós contribuem para o estado funcional das proteínas nos processos biológicos ou

mesmo em relação a aspectos puramente estruturais [1,11,39] .

Por essa razão, nas próximas seções serão apresentados os fundamentos da téc-

nica de simulação molecular por Dinâmica Molecular (DM) que é a mais utilizada

nos trabalhos que apresentam estudos sobre PcN. Além disso, foram apresentados

os principais conceitos e uma descrição dos descritores de reatividade, que foram

utilizados com o propósito de avaliar a estrutura eletrônica da proteína com nó e seu

análogo sem nó, que compõem os sistemas estudados nesta Tese. E, em seguida, são

apresentados trabalhos que trouxeram contribuições ao tema.

3.3 Fundamentos de Dinâmica Molecular (DM)

Por se tratar de um método que tem base na Mecânica Clássica, a dinâmica mo-

lecular utiliza as equações de movimento, primeiro propostas por Newton e depois

generalizadas por Hamilton e Lagrange.

Pela Segunda Lei de Newton, o movimento da i-ésima partícula de um sistema,

sujeita a uma força, é descrito conforme a Equação 3.1 :

Fi(t) = miai (3.1)

Onde Fi é a força atuante sobre a i-ésima partícula do sistema, de massa mi, em um
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instante de tempo t, e ai é a aceleração produzida por tal força na i-ésima partícula [10]

.

Para se modelar moléculas grandes como as proteínas é imprescindível levar em

consideração a interação entre os átomos que compõem o sistema, o que é possível

por meio dos parâmetros que constituem o campo de força [40] .

Um campo de força é uma função de energia potencial que permite o cálculo da

energia total do sistema através da sua estrutura tridimensional [41] . O campo de

força é obtido por meio da parametrização de equações matemáticas que reproduzem

aspectos do comportamento molecular [10] , sendo constituído por termos referentes

aos átomos ligados, tais como estiramento de ligação, deformação e torção angular, e

termos representativos de interações entre partículas não ligadas, como interações de

van der Walls e de Coulomb.

A Equação 3.2, representa um campo de força típico, onde o potencial total, V(r), é

resultado do somatório de potenciais para as interações existentes no sistema:

V(r) = ∑ V(l) + ∑ V(θ) + ∑ V(φ) + ∑ V(vdW) + ∑ V(elet) (3.2)

Nessa equação, Vl representa o estiramento de ligações, Vθ a deformação angular,

Vφ o potencial de torção. Por fim, as interações referentes aos termos entre partículas

não ligadas, interações de van der Walls e Coulomb, são computados em VvdW e Velet,

respectivamente [10] .

Utilizando da aproximação por potenciais harmônicos, os termos referentes a esti-

ramento e deformação angular são descritos pelas Equações 3.3 e 3.4:

V(l) =
1
2

Kr(r − r0)
2 (3.3)

V(θ) =
1
2

Kθ(θ − θ0)
2 (3.4)

Onde os parâmetros r e θ se referem ao comprimento e ângulo de ligação, tendo o

valor r0 e θ0 em torno da posição de equilíbrio, respectivamente. Os termos represen-

tados por Kr e Kθ são as constantes de força para o sistema [40] .

A representação do potencial energético usado para descrever a torção, tem forma

de acordo com a Equação 3.5 [41] :
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V(φ) =
Vn

2
(1 + cos(nφ)− γ) (3.5)

Onde Vn, n, φ e γ representam, respectivamente, a barreira energética imposta a

torção, número de máximos ou mínimos para uma torção completa, o ângulo diedro

e o ângulo de fase. Alguns campos de força trazem ainda aproximações harmônicas

usadas para descrever torções impróprias [41] . Estas torções são observadas para o

arranjo de quatro átomos, onde um átomo central está ligado a outros três.

As contribuições referentes as interações entre partículas não ligadas, são inseridas

por meio dos potenciais de Lennard-Jones (VvdW) e Coulomb (Velet), representados

pelas Equações 3.6 e 3.7:

V(vdW) = 4ϵij

[(
σij

rij

)12

−
(

σij

rij

)6]
(3.6)

V(elet) =
qiqj

4πε0εrrij
(3.7)

Os termos que compões esses potenciais são a profundidade (ϵ) e largura (ψ) do

poço e a separação entre as partículas (átomos) representados por ri j. Na equação para

o potencial eletrônico (Velet), os temos das cargas pontuais são representados por qi e

qj, ε0 é a permissividade no vácuo, e εr a constante dielétrica relativa do meio [41] .

Diversos campos de força estão disponíveis para a modelagem de proteínas, entre

os mais usados podemos citar AMBER, CHARMM e GROMOS [40] . Definindo-se o

campo de força a ser utilizado, o próximo passo consiste na propagação das equações

de movimento para o sistema em estudo.

A força que atua sobre cada átomo é determinada pela derivada do potencial para

cada átomo após a escolha do campo de força a ser utilizado [41] . Assim tem-se a

equação diferencial 3.8 que gera diretamente a força atuando sobre cada partícula, a

cada passo da evolução no tempo:

F⃗i(t) =
(

∂Vi (⃗ri)

∂⃗ri

)
(3.8)

Uma vez obtidas as forças, a equação proveniente da Segunda Lei de Newton pode

ser integrada no tempo para a obtenção das novas velocidades e as mudanças nas

posições de cada átomo. De posse, dessas novas posições e velocidades para cada
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partícula do sistema determina-se as energias potencial e cinética. Esse procedimento

é repetido sucessivas vezes para que se obtenha o conjunto de velocidades e posições

de cada partícula ao longo do tempo [41] .

Existem vários algoritmos que são comumente empregados na integração das

equações de movimento da mecânica clássica. Um dos mais importantes é o algoritmo

de Verlet que é extensivamente utilizado em simulações de Dinâmica Molecular. A

Equação 3.9 descreve o cálculo realizado pelo referido algoritmo

r(t + ∆t) = 2r(t)− r(t − ∆t) + a(t)∆t2 (3.9)

No cálculo da equação 3.17 são consideradas as posições e acelerações do tempo (t),

e as posições do passo anterior, definido por r(t − ∆t) para determinar novas posições

no tempo t + ∆t.

Para se chegar a equação anterior é feita a variação das posições, variando a equação

"para frente e para trás", por meio de uma expansão de Taylor, de acordo com as

Equações 3.10 e 3.11, respectivamente [41] ,

r(t + ∆t) = r(t) + v(t)∆t +
1
2

a(t)∆t2 + ... (3.10)

r(t − ∆t) = r(t)− v(t)∆t +
1
2

a(t)∆t2 − ... (3.11)

Somando-se essas duas equações, e isolando o termo r(t + ∆t), se obtém a equação

do algoritmo de Verlet.

3.4 Descritores de Reatividade

Embora a maioria dos trabalhos encontrados para o estudo de proteínas com

nó (PcN) empreguem dinâmica molecular, características provenientes da estrutura

eletrônica não podem ser acessadas por meio dessa técnica que emprega potencias

clássicos. Para tanto, são necessários métodos que empreguem química quântica,

permitindo tratar a estrutura eletrônica dos sistemas.

Um dos poucos exemplos encontrados na literatura que utilizou métodos de quí-

mica quântica é o estudo recente de Perlinska e colaboradores [42] . Nesse trabalho

foi investigada atuação do Mg2+ na catálise envolvendo uma PcN. No entanto, não
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foram exploradas as características ou contribuições do nó para a estrutura em relação

a reatividade.

Biomoléculas são desafiadoras quanto o estudo de características da estrutura

eletrônica devido a elevada quantidade de elétrons a serem tratados. Recentemente o

uso de Descritores de Reatividade (DR) foi apresentado com sucesso para avaliar tais

características [43–45] . Esses descritores podem ser obtidos empregando hamiltonianos

semiempíricos que potencializam o uso de recurso computacional [46] .

Descritores de Reatividade são quantidades teóricas utilizadas para descrever re-

sumidamente propriedades de reatividade de sistemas moleculares com base em sua

densidade eletrônica [46,47] . São obtidos por meio de manipulações matemáticas de

resultados provenientes de estruturas eletrônicas convergentes, como por exemplo,

coeficientes de orbitais moleculares [47] . Entre estes, os mais usados são definidos

pela Teoria Funcional da Densidade Conceitual (do inglês Conceptual Density Fuction

Theory, CDFT) [46,48] .

Dentro da CDFT, os descritores de reatividade são definidos pela equação diferen-

cial total da DFT (Equação 3.12) e suas derivadas [49] , que relaciona a energia eletrônica

(E) com o potencial químico µ, a densidade eletrônica ( ρ(r)) para o estado de referência

e o potencial externo (ν(r))

dE = µdN +
∫

ρ(r)dν(r)dr (3.12)

Dentre as possibilidades de investigação empregando DRs estão a dureza e moleza

química de Pearson, que definiu os processos de interação duro-duro como controlados

por carga e mole-mole por controlados por orbital [50] , eletronegatividade, suscepti-

bilidade de ataques nucleofílicos e eletrofílicos [46] , quantidades importantes para a

investigação da reatividade de sistemas químicos.

Neste estudo, usamos o software PRIMoRDiA [47] , que permite calcular uma série

de descritores de reatividade para sistemas de muitos átomos como as proteínas.

Utilizando esse software alguns fenômenos já foram investigados com sucesso, tais

como elucidação da catálise enzimática por meio do delineamento do perfil de reação

com métodos de baixo custo computacional [43] , interação proteína-ligante para o

sistema HIV1-protease [43] , inibidores da toxina da ricina A (RTA) [44] , impacto da

variação da estrutura eletrônica na reatividade de Mpro dos vírus SARS-CoV-I e SARS-
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CoV-II [45] .

Neste trabalho os descritores de reatividade calculados, foram empregados para

explorar características da estrutura eletrônica de uma PcN (AOTCase) em relação a

seu análogo sem nó (OTCase). Entre dos descritores disponíveis no PRIMoRDiA [47] ,

destacamos a seguir os que foram selecionados para explorar as características eletrô-

nicas dos dois sistemas em estudo.

Para avaliar diferenças provenientes da estrutura eletrônica, foram usados descrito-

res de reatividade locais. Tendo em vista, que neste estudo o interesse está diretamente

atrelado a região do nó, com os descritores locais é possível avaliar diferenças entre as

duas moléculas com observações locais de reatividade.

Entre os diversos descritores de reatividade disponíveis no software PRIMoR-

DiA foram selecionados a eletrofilicidade, nucleofilicidade, dureza e moleza locais,

suscetibilidade radical, localização do orbital molecular, multifilicidade e densidade

eletrônica.

Os descritores de reatividade locais são matematicamente definidos por uma fun-

ção no espaço tridimensional, r, isto é, para um dado ponto no espaço o descritor

assume certo valor [47] . Por definição, a densidade eletrônica ρ é uma quantidade

local, onde o seu valor é definido pelo produto dos orbitais moleculares ocupados

ϕocc(r), que são combinações lineares de orbitais atômicos ϕ, onde os coeficientes ci

são determinados por métodos computacionais.

A densidade eletrônica é definida pela Equação 3.13. Os orbitais moleculares são

determinados de acordo com a Equação 3.14.

ρ(r) =
ooc

∑
i
|ψ(r)2

i | (3.13)

ψ(r)i = ∑
i

ciϕ(r) (3.14)

A partir da densidade eletrônica (que substitui o número de elétrons usado para

o cálculo dos descritores globais) é que se realiza os cálculos dos descritores de rea-

tividade locais que permitem avaliar a estrutura eletrônica para as macromoléculas,

como as proteínas usadas nesse estudo. Dados como, por exemplo, a densidade eletrô-

nica total, orbitais moleculares (MOs) e o potencial eletrostático molecular são obtidos

automaticamente quando o PRIMoRDiA é executado [47] .
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Os descritores nomeados como eletrofilicidade e nucleofilicidade podem ser in-

terpretados como capacidades de acomodar e doar carga, respectivamente, por um

sistema em estudo [43,47] . Assim, fornecem informações sobre o átomo ou resíduo

acerca dessas característica em relação a distribuição da sua densidade eletrônica.

Dureza e moleza locais são grandezas químicas já conhecidas, que fornecem informa-

ções sobre o tipo de interação favorável as espécies químicas analisadas (interações

duro-duro e mole-mole).

Usando o PRIMoRDiA calculamos os descritores de dureza e moleza locais por

diferentes métodos de cálculo [43,47] , como potencial químico eletrônico, potencial de

Fukuiquímico local (LCP) e potencial de interação elétron-elétron.

Outros descritores são determinados a partir dos valores da eletrofilicidade e a

nucleofilicidade. A netfilicidade é o resultado da diferença entre esses dois descrito-

res, enquanto que a suscetibilidade radical (ou radicalidade) é o valor obtido para a

média desses. Além desses, há a multifilicidade que é determinada pela netfilicidade

multiplicada pela eletrofilicidade total [47] .

3.5 Simulação e Modelagem Molecular de Proteínas com Nó

Muitos dos trabalhos que inicialmente investigaram proteínas com nó usaram

modelos simplificados de estrutura, como Coarse-Grained (CG) para tentar compreender

como o nó é formado [36,38,51,52] .

Nesse modelo de representação vários átomos próximos são agregados em uma

única partícula [10] . Isso tem impacto direto na demanda computacional facilitando a

manipulação de sistemas que naturalmente contém muitos átomos, como é o caso das

proteínas. Por outro lado, o uso de um modelo simplificado como o CG impede o de-

talhamento da estrutura que é importante para compreender a fundo o funcionamento

da estrutura proteica da forma mais completa possível.

Em 2009, Sulkowska e colaborados [51] fizeram um estudo das proteínas YibK (PDB

1J85) e YbeA (PDB 1O6D) que contém nó do tipo 31 em sua estrutura, tendo como

propósito avaliar qual a via de formação do nó no processo de enovelamento das

estruturas. Nesse trabalho os autores usaram modelos simplificados de estrutura (CG)

para realizar uma simulação por dinâmica molecular (DM), testando três diferentes
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hipóteses de caminho para que as estruturas atingissem seu estado nativo.

Para as duas estruturas avaliadas os resultados apresentados apontaram que o nó

é formado a partir de uma configuração inicial de slipknot, o que na verdade consiste

numa conformação onde a proteína possui dois cruzamentos em suas cadeias, a partir

desta ocorrendo o terceiro cruzamento no processo de enovelamento tem-se a formação

do nó 31.

Os passos são descritos por meio de seis configurações distintas obtidas com a DM:

durante a primeira transição é criado um loop, do qual outra região da cadeia poli-

peptídica se aproxima logo em seguida, forçando uma conformação do tipo gancho.

Esse gancho passa então através do loop, gerando dois cruzamentos das cadeias. Por

fim, o terminal da proteína é puxado através do loop formando o nó do tipo 31
[51] .

A limitação no entanto, surge pelo tipo de modelo usado, onde a estrutura proteica é

reduzida a representação apenas da cadeia principal.

Muitos dos trabalhos observados na literatura buscam elucidar o mecanismo de

formação de nós do tipo mais simples (31). No entanto, a proteína que possui o nó

de topologia mais complexa identificada até o momento, a α-haloácido dehalogenase

(PDB ID 3BJXj) com topologia do nó 61, também já foi objeto de estudo por meio de

simulações por DM empregando modelo de estrutura (CG) [38] . Os autores apontaram

as limitações que tal representação estrutural traz, mas destacaram a importância do

trabalho devido à complexidade do nó presente na estrutura estudada.

O tamanho e complexidade da proteína foi relatado como fator que impossibili-

tou o estudo completo do processo de modo que pudesse inserir dados de natureza

termodinâmica, o que permitiria construir o perfil de energia livre ao longo de uma

coordenada de reação. Contudo, usando dos dados cinéticos distinguiram caracte-

rísticas para propor um provável caminho para a formação do nó no enovelamento.

Foram computadas um total de 1000 trajetórias, dentre as quais seis trajetórias de

sucesso foram obtidas (houve a formação do nó na estrutura ao término da DM),

todas apresentando comportamento semelhante.

O resumo de uma trajetória estudada é representado pelas mudanças na estrutura

da proteína, conforme ilustrado na figura 8, abaixo.
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Figura 8 – Ilustração das hipóteses de formação do nó por meio de estruturas obtidas
por dinâmica molecular.

Fonte: Adaptado de Boliölinger [38] .

Duas hipóteses foram testadas para a formação do nó nas estruturas avaliadas.

Os passos iniciais são os mesmos para ambas, que consistem em formação de dois

loops (representados na figura como B-loop e S-loop) por meio de torções na proteína

parcialmente desdobrada. A partir disso as vias se distinguem.

Em uma via, ocorre a passagem do C-terminal (ilustrado em azul) pelo S-loop (com

isso ocorre mudança na conformação desse loop), para em seguida o B-loop passar sobre

o S-loop (via direta 01→61). Na segunda via, o B-loop realiza um giro sobre o S-loop e o

C-terminal (via com intermediário 01→41→61), sendo esta de acordo com o trabalho

a via de enovelamento que explica a formação do nó. Para essa conclusão foram

analisados os tempos para cada um dos fenômenos descritos, tendo sido encontrado

maior correlação entre o tempo total do enovelamento versus os tempos de cada

fenômeno para as trajetórias do caminho 01→41→61.

Em trabalho publicado por Noel e colaboradores [52] avaliou-se o sucesso de simu-

lações em solvente explícito em comparação a modelos baseados em estrutura (SBM,

do inglês structure-based models) para formação de um nó do tipo 31 para a proteína

PDB 2EFV. Os pesquisadores utilizaram estruturas intermediárias obtidas por SBM

selecionadas de forma aleatória contendo 10 resíduos encadeados do total de 15 que

compõem a estrutura do nó da proteína para avaliar a formação do nó empregando

DM com solvente explícito.

O cálculo realizado consistiu em uma dinâmica de equilibração simples utilizado

o campo de força Amber99sb all atom (contabiliza todos os átomos da estrutura) e

modelo de solvente TIP3P, tendo sido geradas 15 trajetórias, totalizando 25 µ s, usando
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o software GROMACS v3.3.

No estudo, os autores avaliaram o terceiro cruzamento das cadeias polipeptídicas

que confere a estrutura a condição de proteína com nó, como pode ser observado na

figura 9A (etapa B-C, resíduo ARG91). Na parte B da figura 9 é apresentada a evolução

temporal dos primeiros 350 ns da DM em relação aos parâmetros raio de giro (Rg),

fração de contatos nativos (Q), SKN e SKC, referentes ao primeiro e último resíduo em

α4 (figura 9A), participantes do cruzamento.

Figura 9 – A Estruturas representativas para a formação do nó 31 na proteína PDB
2EFV. B Evolução temporal obtida de trajetória DM com análise de forma-
ção do nó.

Fonte: Adaptado de Noel e colaboradores [52] .

Como se pode observar o terceiro cruzamento que caracteriza a formação do nó

na estrutura ocorre quando o resíduo ARG91 cruza o loop (em azul) demarcado em 40

ns (transição das estruturas B→C).

Na parte B da figura 9 o progresso da dinâmica molecular realizada apresenta o

comportamento da estrutura durante o processo de formação do nó: na parte superior

a fração de contatos nativo para cada proteína esquematizada (ver parte superior

da figura 9-A, trajetória em azul). Conforme essa fração aumenta (0,55 para 0,73),

a estrutura atinge o estado nativo; Q-α1 e Q-α2, demonstram o comportamento das

cadeias envolvidas na formação do nó durante o processo de enovelamento.

Quando SKC se torna indefinido a proteína encontra-se com nó. A flutuação apre-

sentada no comportamento de SKN se deve a movimento de α4 que se encontra no
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núcleo hidrofóbico, de modo que a falta de especificidade de interações hidrofóbicas

poderia explicar a flutuação.

Embora os autores tenham usado um modelo de estrutura com todos os átomos da

proteína, avaliaram que não houve diferença significativa do mecanismo já estudado

usando modelos simplificados em trabalhos anteriores [52] .

Com o intuito de investigar o nó do tipo 31 no processo de enovelamento de pro-

teínas, Wu e colaboradores [53] usaram simulações de dinâmica molecular (DM), além

de outras estratégias para investigar as proteínas MJ0366 (PDB 2EFV), presente em

Methanocaldococcus jannaschii, e VirC2 (PDB 2RH3), presente no microorganismo Agro-

bacterium tumefaciens. As simulações de DM foram realizadas com o pacote GROMACS

4.0.7, utilizando campo de força GROMOS.

Para MJ0366 foram realizadas nove trajetórias em alta temperatura, definida em

530K, tendo em vista que em altas temperaturas ocorre o seu desenovelamento, e uma

para o estado nativo, em 298K, para fins de comparação. O tempo total para cada

simulação foi de 40 ns. A estrutura obtida pelo PDB foi solvatada com o modelo

de água SPC216, após isso foi feito a minimização da estrutura e, em seguida, o

sistema foi submetido a simulações de dinâmica molecular com controles da pressão

e temperatura (detalhes na referência [53]).

A proteína MJ0366 foi avaliada pela fração de contatos nativos, que consiste na

razão entre o número de contatos nativos entre estrutura desenovelada e a estrutura

nativa (enovelada). Na figura 10A, a fração de contatos nativos demonstra que a

estabilidade da folha β remete a estabilidade da proteína como um todo. Dessa forma

pelo seu desenovelamento, todo o sistema teria maior facilidade em desenovelar, e

com isso, o nó presente na estrutura é desfeito. Na simulação por DM (trajetória

apresentada na figura 10B) no tempo de 16,09 ns a proteína perde o nó e não volta a

apresentá-lo em sua estrutura [53] .
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Figura 10 – Simulação da proteína MJ0366. A Número de contatos nativos x tempo
de simulação por DM. B Mecanismo de desenvolvimento durante uma
trajetória DM para uma T=530K. A perda do nó ocorre em 16.09 ns.

Fonte: Adaptado de Wu e colaboradores [53] .

Para a proteína VirC2, o estudo foi realizado com um modelo simplificado, onde

os autores também encontraram relevância da folha β para a estrutura contendo nó.

Como mencionado anteriormente, embora a maior parte dos estudos computacio-

nais sobre proteínas com nós se concentre em investigar proteínas que apresentam nó

do tipo 31, devido sua menor complexidade em relação aos demais, os demais tipos

se apresentam como grandes desafios. A exemplo a única proteína que contém nó 61

citada anteriormente e o tipo 52, a segundo mais complexo já identificado.

Em trabalho recente, Zhao e colaboradores [36] estudaram estruturas que possuem

nó do tipo 52. Utilizando estruturas baseadas no modelo CG, foram realizadas simu-

lações de dinâmica molecular usando o pacote GROMACS 4.5.4, tendo sido realizado

um total de 200 simulações para cada estrutura utilizada no trabalho. As proteínas

correspondem a família UCH, com entradas PDB 3IRT, 2LEN, 4I6N. Conforme justi-

ficam os autores, essas estruturas possuem caminho de enovelamento similares, por

essa razão concentraram as análises na estrutura comumente estudada, UCH-L1 (PDB

3IRT).

Para o processo de enovelamento, acompanhado pela evolução temporal da es-

trutura, ocorre inicialmente o colapso desta, sendo observadas duas vias topológicas

distintas para a formação do estado nativo que contém o nó 52, diferindo na ordem

de formação das estruturas secundária e terciária referentes aos terminais C e N: em

uma das vias após o colapso da estrutura ocorre a transição direta do estado dese-
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novelado para o estado nativo com nó (01→52), onde o N-terminal é estruturado por

último, após o C-terminal e, na outra via ocorre o contrário, com o C-terminal sendo

estruturado por último, a proteína passa por um intermediário que contém um nó do

tipo 31 (01→31→52), formação surge quando o N-terminal já se encontra estruturado

e o C-terminal não [36] .

Por meio da determinação da probabilidade de ocorrência das vias, foi estimado

que a formação do nó em via direta é predominante em relação a formação de um

intermediário com topologia 31. Isso decorre do fato do C-terminal formar a cadeia

beta, sendo mais fortemente puxado em relação ao estado nativo, quando em com-

paração com o N-terminal solto. Em termos energéticos, a energia potencial média

quando apenas o C-terminal está estruturado é sempre menor do que quando somente

o N-terminal está estruturado.

Na tentativa de compreender as implicações que a presença de um nó pode trazer

para a proteína, uma via de investigação para as proteínas com nós tem sido com-

parar alguns parâmetros destas com proteínas similares que não tenham nó em sua

estrutura.

Em um estudo realizado por Xu e colaboradores [3] , os autores compararam a

proteína YbeA proveniente do Escherichia coli, que possui um nó do tipo 31, com uma

proteína modificada YbeA* (a mesma proteína, tendo sido removido o nó da estrutura

pela inversão de um cruzamento). O estudo foi realizado por meio de simulações

de dinâmica molecular (DM) realizadas com o pacote GROMACS 4.6.7, empregando

campo de força CHARMM e modelo TIP3P para a água. A simulação teve um tempo

total de 100 ns.

Foram aplicadas aos dois sistemas estudados condições desnaturantes química

(adicionando moléculas de uréia), térmica (impondo a condição de temperatura ele-

vada, 520 K) e mecânica (aplicando uma força externa para o alongamento do C-

terminal mantendo o N-terminal fixo). A resposta dos sistemas frente as condições

desnaturantes foi analisada durante a evolução temporal da dinâmica molecular reali-

zada [3] .

Os resultados obtidos mostraram que, sob o agente desnaturante químico, a estru-

tura que não continha o nó perdeu a estrutura secundária com 50 ns de simulação,

enquanto que a estrutura com nó no mesmo tempo teve a estrutura secundária pouco
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perturbada. Em relação ao agente térmico, após a elevação da temperatura, foi avali-

ada a fração de contatos nativos para verificar a desnaturação das estruturas durante

a simulação. A proteína YbeA* foi completamente desnaturada com apenas 20 ns,

enquanto que a mudança para YbeA foi muito mais lenta e de modo gradual, indi-

cando que várias barreiras existem no processo para perda da estrutura enovelada da

proteína que possui nó [3] .

Por fim, avaliando a desnaturação devido a ação de agente mecânico, onde uma

força de 400 kJ/mol/nm foi empregada para realizar um estiramento na estrutura,

observou-se para a estrutura com nó maior resistência ao estiramento (a distância final

de ponta a ponta foi de 20 nm para YbeA e 16 nm para YbeA*), o que aponta para

maior estabilidade dessa proteína, inferindo-se que o nó propicia resistência adicional

frente a ação do agente mecânico de desnaturação [3] .

A busca por vantagens funcionais da presença do nó em proteínas foi investigada

para proteínas que possuem em sua estrutura nó do tipo 31. Foram analisadas as

proteínas TrmL (PDB 4JAK), AOTCase (PDB 3KZN) e Rds3p (PDB 2K0A) [1] . Nesse

estudo foi utilizada ainda a proteína OTCase (PDB 4JQO), que não possui nó em sua

estrutura, para um comparativo com a AOTCase, tendo em vista que ambas pertencem

a classe das tRNA-metiltransferases e possuem estrutura e função muito semelhantes).

Foram utilizados na investigação mapas de contatos obtidos por meio do servidor

Frustratometer, determinação do fator-B para análise da estabilidade estrutural e o

índice SASA para a acessibilidade do solvente, ambos obtidos utilizando o software

Chimera.

Para as três proteínas com nós verificou-se propriedades similares que os auto-

res correlacionaram a presença de nós nas estruturas, ressaltando que estas não são

relacionadas em sequência e função. Para todas foi constatado aumento acentuado

do número de contato nas bordas do núcleo do nó. Esse número de contatos in-

tracadeia elevado por sua vez conduz a maior estabilidade térmica e diminuição na

acessibilidade do solvente a estas regiões.

Na comparação entre AOTCase e OTCase, os resultados indicaram regiões muito

semelhantes em relação ao aumento do número de contatos. Porém, os autores sali-

entam que a estrutura que não possui nó (OTCase) mantém em seu arranjo dois dos

três cruzamentos que caracterizam o nó, o que provavelmente dificultou a distinção
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pretendida. [1]

Alguns trabalhos trazem ainda a possibilidade de proteínas com nó terem também

maior resistência quando a degradação controlada de proteínas não funcionais, o que

se apresenta como ponto importante já que este é um dos processos cruciais nas

células [54–56] .

Recentemente, em um estudo com diferentes topologias de nós em proteínas, foi

observada maior resistência à degradação em comparação com variantes sem nós. [57]

Diferentes tipos de nós têm efeitos diferentes em relação à degradação, que pode

ocorrer de forma parcial ou com formação de intermediários [58] . Nesta etapa, o nó

tem influência quando em contato com o canal responsável pela degradação, como

observado na protease AAA+ ClpXP [55] , e um efeito de mecanoestabilidade já foi

observado para proteínas com nó [54,59] . Isso reafirma o interesse em estabelecer o

impacto que a presença do nó traz para as proteínas.
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Capı́tulo 4
Metodologia

4.1 Obtenção das Estruturas

As estruturas utilizadas para este trabalho foram obtidas no banco de dados de

proteínas Protein Data Bank [21] . As duas estruturas estão identificadas com os códi-

gos PDB 3KZN e 4JQO, sendo estas um valioso exemplo de proteínas pertencentes

a mesma família, com arranjo tridimensional similar, mas que em apenas uma se ve-

rifica a presença de nó [14] . Essas entradas se referem as proteínas N-acetilornitina

transcarbamoilase (ATOCase) e ornitina transcarbamoilase (OTCase), as quais foram

utilizadas por Dabrowski-Tumanski e colaboradores [1] em um trabalho que buscou

encontrar diferenças entre as suas estruturas que fossem provenientes da presença de

nó.

A figura 11 apresenta as estruturas das proteínas utilizadas neste estudo. Na parte

A (AOTCase, PDB 3KZN), a proteína com nó e na parte B (OTCase, PDB 4JQO) a

estrutura análoga que não contém nó em seu arranjo tridimensional. Cada proteína

possui duas regiões de folha β espaçadas de modo similar.



42

Figura 11 – Estrutura das proteínas: PDB 3KZN (PcN) em A e PDB 4JQO B.

Fonte: criado com UCSF Quimera [32] .

As proteínas AOTCase e OTCase, que possuem função enzimática, têm como ca-

raterística interessante sob o ponto de vista de estudo para PcN, como dito anterior-

mente, possuírem o arranjo tridimensional muito similar e, além disso, catalizarem

reações semelhantes. No entanto, somente AOTCase possui em sua estrutura um

nó [33] . Estas enzimas possuem entre si 25% de identidade geral em sua estrutura

(alinhamento de estruturas realizado com o VMD [12]).

Abaixo, na figura 12 apresentamos a sobreposição das estruturas terciárias e a

representação do percentual de identidade. Na parte A é possível verificar pela sobre-

posição como estas possuem arranjo tridimensional similar (azul para a PcN e laranja

a proteína sem nó), e em B o destaque para a região do nó. Na parte C é apresentada

o percentual de identidade em azul para as duas proteínas, isto é, os resíduos que são

conservados em ambas.
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Figura 12 – Sobreposição das estruturas tridimensionais: A sobreposição de PDB
3KZN (PcN) em azul e PDB 4JQO em laranja; B destaque da região do nó
e a região correspondente para a estrutura sem nó. Em C o alinhamento
em relação a estrutura primária: em azul os resíduos conservados nas
duas estruturas representam a baixa identidade (25%).

Fonte: criado com VMD. [12]
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As OTCs são enzimas chaves envolvidas no metabolismo da biossíntese de arginina

em bactérias e plantas e no ciclo da ureia em animais [14] . Dentro desta família, a ATO-

Case é uma enzima essencial para a biossíntese de arginina em várias bactérias. Seu

homólogo, OTCase está envolvida na degradação da arginina em algumas bactérias e

participa do ciclo da ureia nos mamíferos [60,61] .

4.2 Identificação do Nó na PcN

Para visualização das características do nó presente na estrutura da proteína, de

entrada PDB 3KZN foi utilizado o servidor para identificação de nós KnotProt [16] . Com

este é possível obter informação do tipo de nó, e seu detalhamento por meio de um

diagrama de matriz denominado como uma "impressão digital"(knotting fingerprint)

da PcN.

O KnotProt possui um banco de dados para PcN e também outros tipos de to-

pologia. Desse modo é possível analisar uma estrutura já disponível no servidor ou

submeter uma estrutura diretamente na sua página. Além disso, o servidor permite

submeter trajetórias de modo a avaliar a presença de nó ao longo de uma simulação

por dinâmica molecular [16] .

No diagrama de impressão digital obtido cada tipo de nó é representado por

uma cor. Dessa forma, para uma proteína com nó do tipo 31 a cor apresenta é verde,

41 laranja, 52 violeta e 61 azul. A linha na diagonal do diagrama apresenta toda a

extensão da proteína, sendo destacado a região correspondente ao nó como “knot core”

e as regiões externas ao nó como “knot tail”.

Na figura 13, é mostrado um exemplo de como o KnotProt representa as informa-

ções para uma PcN.
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Figura 13 – Resultados obtido com o KnotProt para uma proteína com nó. O diagrama
de refere a entrada PDB 5VIK.

Fonte: KnotProt [16] .

Pelo diagrama de impressão digital apresentado na figura 13 para a proteína PDB

5VIK, o servidor fornece a informação de que a proteína tem nó do tipo 41, cuja

extensão vai do resíduo 11 até o 250 demarcado pela linha azul em destaque na

diagonal (knot core). A região externa ao nó é representada na diagonal na cor cinza

(knot tail). A proteína tem um total de 296 resíduos de aminoácidos.

4.3 Critérios de Simulação Molecular

As duas proteínas em estudo foram submetidas a simulações de Dinâmica Mole-

cular com o software NAMD v2.12 [62] .

Inicialmente, utilizamos o Antechamber presente no pacote AmberTools18 [63] para

parametrização do resídio não padrão KCX, uma lisina acetilada presente na estrutura

da PcN (PDB 3KZN). Em seguida, o servidor PropKa 1 [64] foi utilizado para ajuste na

protonação das cadeias laterais em pH 7.4.

1<http://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr>

http://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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Os arquivos de topologia e coordenadas iniciais foram gerados com o software

Leap do pacote AmberTools18 [63] , utilizando o campo de força ff14SB [65] para pro-

teínas e modelo de solvente explícito TIP3P. Átomos de íons Na+ foram adicionados

para neutralizar os sistemas (8 para PDB 4JQO e 7 para PDB 3KZN). Cada proteína

foi confinada em uma caixa de solvatação retangular com 20Å de distância entre a

proteína e as bordas.

As simulações foram realizadas em condições de contorno periódicas, com restri-

ções de ligação H utilizando o algoritmo Shake [66] e passo temporal de 2fs. O método

Particle-Mesh Ewald (PME) foi usado para tratar as interações eletrostáticas de longo

alcance com corte de 9Å.

As etapas da simulação foram:

Minimização: esta etapa foi realizada utilizando o algoritmo do gradiente conju-

gado inicialmente por 5000 passos mantendo fixa a proteína, em seguida 8000 passos

de minimização foram realizados com todo o sistema sem restrição.

Aquecimento: após a minimização o sistema foi submetido a uma etapa de aque-

cimento gradual de modo a elevar a temperatura de 0 a 310K. Este procedimento foi

realizado em três estágios:

Estágio 1: simulação realizada por 50ps com aquecimento gradual de 0 a 100K,

impondo uma restrição harmônica com força contante de 30 kcal/mol/Å2 para os

átomos de Cα e 20 kcal/mol/Å2 para os átomos de C e N do backbone da proteína.

Estagio 2: simulação realizada por 100ps com aquecimento gradual de 100 a 200K,

impondo restrição harmônica com constate de força de 20 kcal/mol/Å2 para os átomos

de Cα e 5 kcal/mol/Å2 para os átomos de C e N do backbone da proteína.

Estagio 3: simulação realizada por 200 ps com aquecimento gradual de 200 a 310K,

impondo uma restrição harmônica com força contante de 10 kcal/mol/Å2 para os

átomos de Cα e 2,5 kcal/mol/Å2 para os átomos de C e N do backbone da proteína.

Após este estágio final a temperatura do sistema foi mantida constante utilizando o

termostato de Langevin [67] .
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Pressurização: nesta etapa, onde a temperatura foi mantida constante em 310K, o

sistema foi submetido a condição de pressão de 1atm, a qual foi mantida por meio do

barostato de Langevin [67] . Dois estágios foram utilizados nesta etapa:

Estágio 1: aplicando restrição harmônica com força constante de 5 kcal/mol/Å2

para os átomos de Cα e 1,25 kcal/mol/Å2 para os átomos de C e N do backbone da

proteína, o sistema foi simulado por 100ps.

Estágio 2: aplicando restrição harmônica com constante de força de 2,5 kcal/mol/Å2

somente aos átomos de Cα o sistema foi simulado por 200ps.

Equilibração: após a etapa de pressurização o sistema foi conduzido a uma etapa

de equilibração por um total de 10ns, onde foram mantidas constantes a temperatura

em 310 K e a pressão em 1 atm.

Produção: visando avaliar o comportamento dinâmico das estruturas utilizadas no

trabalho, foram obtidas trajetórias de equilibração com total de 50ns nas temperaturas

de 310K, 373K e 436K (cada temperatura foi realizada em triplicata).

4.4 Análises de Estabilidade

Para avaliar o comportamento das estruturas ao longo das simulações de dinâmica

molecular realizadas foram utilizadas algumas métricas, descritas a seguir.

-Raíz do Desvio Quadrado Médio (RMSD, do inglês Root Mean Square Devia-

tion)

A estabilidade das estruturas obtidas ao longo de uma simulação geralmente é

avaliada pelo RMSD, onde se escolhe uma estrutura de referência e a partir desta, se

calcula o desvio para cada uma das estruturas geradas em casa passo da trajetória

obtida na simulação. Neste trabalho foi o utilizado o programa cpptraj, disponível

no pacote do AmberTools18 [63] . Este programa oferece a possibilidade de análise de

trajetórias obtidas em simulação empregando dinâmica molecular.

A equação para a determinação do RMSD é descrita como:
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RMSD =

√
∑N

i=0[mi(Xi − Yi)2]

M
(4.1)

Onde, N é o número de átomos, mi é a massa do átomo i, Xi é o vetor das coorde-

nadas obtidas para o átomo i, Yi é o vetor de coordenadas da referência obtidas para

o átomo i e M é a massa total.

Raíz da Flutuação Quadrática Média (RMSF, do inglês Root Mean Square Fluc-

tuation)

O RMSF permite avaliar a flutuação das estruturas ao longo da trajetória em rela-

ção a posição da estrutura de referência. Os dados obtidos dessa métrica são utilizados

para avaliar a flexibilidade de determinados grupo na molécula em simulações DM.

Altos valores do RMSF indicam que houve grande oscilação para um determinado

grupo de átomos, podendo ser utilizada para avaliar uma região específica da estru-

tura. Para a determinação do RMSF foi utilizado o cpptraj disponível no pacote do

Ambertools18 [63] .

Fração de Contatos Nativos (Q)

A coordenada Q, fração de contatos nativos, é dada pela razão entre o número

dos contatos existentes em uma dada conformação e a estrutura nativa para uma

determinada molécula [68] .

Os valores de Q variam entre 0 (quando a proteína perde sua estrutura nativa) e 1

(onde exibe a conformação nativa). Desse modo essa métrica pode ser utilizada para

visualizar a diminuição de contatos nativos da estrutura durante a simulação, e com

isso se pode visualizar contatos que sejam importantes para manter um determinado

arranjo.

Neste trabalho a fração de contatos nativos (Q), foi calculada utilizando a biblioteca

MDTraj [69] . Esta biblioteca de acesso livre permite a análise de trajetórias de dinâmica

molecular e tem como vantagem o fato de ser flexível e uso fácil.
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4.5 Avaliação Conformacional por PCA e DCCM

Para avaliar o comportamento conformacional das proteínas utilizadas no estudo

foram realizadas análises empregando Análise de Componentes Principais (PCA, sigla

para o inglês principal component analysis) e Mapa dinâmico de Correlação Cruzada

(DCCM, sigla para o inglês dynamical cross-correlation map), para o cálculo de ambas

foi utilizada a biblioteca Bio3D [70] .

A PCA é empregada para avaliar mudanças ou tendências conformacionais da

estrutura ao longo do tempo na trajetória de DM, de modo a reduzir o número de

dimensões necessárias para a descrição da dinâmica proteíca [71] . Por meio das com-

ponentes principais (PCs) é possível descrever a variância máxima da distribuição das

estruturas, e assim explorar o modo dominante do movimento molecular [72] .

O cálculo da PCA foi realizado com as coordenadas sobrepostas e alinhadas dos

átomos Cα, empregadas para a diagonalização da matriz de covariância [73] . Para o

cálculo da matriz de covariância a fórmula utilizada foi:

Ci,j = ⟨(Xi − ⟨Xi⟩)(Xj − ⟨Xj⟩)⟩ (4.2)

Onde Xi e Xj representam respectivamente, as coordenadas atômicas de Cα para

o átomo i e j. O símbolo ⟨⟩ representa a média das coordenadas para a trajetória de

simulação MD.

No cálculo DCCM são analisadas as correlações entre os resíduos da proteína

utilizando as coordenadas do Cα da trajetória DM. Dessa forma é possível avaliar as

diferenças de correlação nas proteínas, por meio de análise visual de padrões nos gráfi-

cos [72,74] e seu comportamento para diferentes variações de temperatura. A correlação

entre os resíduos foi calculada pela equação:

Ci,j =
⟨∆ri · ∆rj⟩

(
√
⟨∆r2

i ⟩ ·
√
⟨∆r2

j ⟩)
(4.3)

Onde ∆ri e ∆rj correspondem aos deslocamentos da posição média para os átomos

i e j no tempo, ⟨⟩ o tempo médio ao longo da trajetória. Valores de Ci j aparecem entre

1 e -1, de modo que valores positivos correspondem a movimentos de correlação e

valores negativos movimentos de anticorrelação entre os resíduos [72,75,76] .
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4.6 Cálculo de descritores de reatividade

Com o intuito de investigar características eletrônicas das estruturas foram realiza-

dos cálculos de descritores de reatividade utilizando o software PRIMoRDIA [47] . Este

software permite o cálculo de propriedades eletrônicas de macromoléculas graças a

implementação de diversos descritores de reatividade globais e locais.

Ao todo 400 estruturas foram usadas nos cálculos dos descritores, sendo selecio-

nadas com intervalos de 100 frames para as temperaturas 310K e 373K para as duas

proteínas utilizadas no estudo.

Para obtenção das estruturas eletrônicas usadas no PRIMoRDIA, foram realizados

cálculos single-point utilizado o pacote MOPAC [77] com a opção do hamiltoniano

semiempírico PM7 [78] e algoritmo de escalonamento linear MOZYME [79] e modelo de

solvente implícito COSMO.

Para investigar características da estrutura eletrônica, a avaliação de descritores de

reatividade local foi direcionada para os descritores: nucleofilicidade, eletrofilicidade,

netfilicidade, moleza e dureza locais, suscetibilidade radical, localização do orbital

molecular, multifilicidade e densidade eletrônica. Todos esses avaliados em relação

aos resíduos que são conservados para as duas proteínas na região do nó (Figura 14).

Figura 14 – PcN 3KZN: A Destaque para a região do nó em magenta. B Resíduos da
região do nó usados para avaliação dos descritores.
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Capı́tulo 5
Resultados e Discussão

5.1 Identificação do nó em 3KZN

As informações sobre a identificação e classificação do nó para a proteína de

entrada PDB 3KZN, obtidas por meio do servidor KnotProt [16] estão apresentadas na

figura 15.

Figura 15 – Identificação do nó do tipo 31 na estrutura da proteína 3KZN. Na esquerda
o diagrama representativo obtido com o KnotProt, a direita a representação
tridimensional da estrutura com as cores correspondentes a informação
do diagrama.

Pelas informações apresentadas no diagrama o nó identificado pelo servidor é

do tipo 31, que é acompanhado pela demarcação no diagrama na cor verde, cujo
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tamanho total é de 78 resíduos, conforme destacado como knot core representado pelo

segmento em azul na linha diagonal no diagrama da figura acima. O nó da estrutura

está localizado entres os resíduos 174 e 251, estando situado a menor distância da

extremidade C-terminal, 81 resíduos, e 173 resíduos para N-terminal, demarcado no

diagrama pelos seguimentos de linha em cinza, para região denominada knot tail.

5.2 Análises de Estabilidade Estrutural

As trajetórias obtidas com 50ns de simulação foram analisadas por RMSD, RMSF e

fração de contatos nativos (Q). Os dados apresentados nas figuras 16 e 17 são referentes

a triplicatas em cada uma das temperaturas avaliadas.

Conforme se pode observar para as duas estruturas o tempo usado na simulação

forneceu estruturas equilibradas tendo em vista que os valores de RMSD não apresen-

tam picos ou grandes flutuações ao longo das trajetórias, variando em torno de 1Å ao

longo do tempo simulado para as temperaturas de 310K e 373K.

Para a temperatura mais elevada, como se poderia esperar, os valores obtidos

para 436K foram maiores uma vez que, elevando a temperatura, o sistema responde

com possíveis variações. Embora para uma temperatura tão elevada os valores de

RMSD tenham sido mais elevados, não houve um pico em destaque que demonstrasse

desestabilização completa em algum momento da trajetória.

Em 310K é possível observar que para a região do nó, resíduos 174 ao 251, de-

marcado pelo retângulo em preto, os valores de flutuações não são muito elevados

para a PcN (PDB 3KZN em azul). Já para a proteína sem nó (PDB 4JQO em verde),

considerando a mesma região se observa um valor elevado de flutuação de 2,5Å para

o resíduo 243 (GLY243), o qual está situado numa região de loop. Apesar da ausência

de flutuações significativas na região do nó, ainda é possível observar grandes valores

de RMSF na PcN fora dessa região. Por exemplo, uma região de grandes flutuações

entre os resíduos 86 e 88 (ASP86, GLY87, ASP88), todos eles numa região de loop, o

que justifica uma maior flexibilidade em comparação com os valores destacados na

figura 16.
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Figura 16 – RMSD e RMSF (50ns) para as proteínas PDB 3KZN (PcN) e 4JQO. Valores
em azul e verde para 310K, vermelho e preto para 373K e roxo e amarelo
para 436K. O retângulo demarca a região do nó na PcN. Os valores são
referentes a triplicata.

Na temperatura de 373K, podemos perceber que, mesmo com a elevação da tem-

peratura, a região do nó na PcN se manteve sem grandes flutuações, enquanto o valor

de RMSF para o resíduo 243 (GLY243), localizado na mesma região, sofreu aumento

(4,7Å) na proteína sem nó.
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Além disso, fora da região do nó observamos valores de flutuação mais elevados

para a proteína sem nó (PDB 4JQO) e uma flutuação acentuada para a PcN (PDB

3KZN) para o resíduo 87 que está fora do nó e compõe um loop. Assim, observando

o comportamento geral, a estrutura que possui nó apresentou menores flutuações ao

longo da simulação quando submetida a temperatura de 373K.

Como era esperado ao impor um aumento significativo de temperatura ao sistema,

436K, houve maior flutuação de modo geral em ambas as estruturas. O comportamento

de RMSD foi bem similar para as duas proteínas.

Em relação aos valores de RMSF, As maiores flutuações permaneceram fora da

região do nó. O resíduo 243 (GLY243 destacado) apresentou uma flutuação de 5,3Å,

para a proteína sem nó (linha laranja). As regiões fora do nó apresentaram maior

flutuação para a PcN abaixo da região que contém o nó (entre os resíduos 1 e 173)

e para a proteína sem nó, acima do região correspondente ao nó (resíduos acima de

251).

A fração de contatos nativos (Q) para as duas estruturas em estudo são apresen-

tadas na figura 17. Comparando os perfis para as proteínas se verifica um comporta-

mento semelhante em 310K. As trajetórias azul e verde não apresentaram diminuição

significativa dos contatos nativos, tendo valores acima de 0,95 ao longo de toda a

trajetória.

Em 373K, ambas as proteínas mostram uma pequena diminuição da fração Q.

Embora a curva em vermelho correspondente a PcN mostre uma diminuição maior,

são valores ainda muito próximos da curva em preto para a proteína sem nó.
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Figura 17 – Fração de contatos nativos (Q) para 50ns de simulações de DM. A PcN
é apresentada nas cores azul, vermelha e roxa para 310K, 373K, 436K,
respectivamente. A proteína sem nó está representada em verde, preto e
laranja para essas temperaturas. Valores referentes a triplicata

Desse modo ainda não foi possível afirmar que há uma tendência da PcN para

maior termoestabilidade, como o observado por Xu e colaboradores [3] , ao avaliarem

uma proteína consideravelmente menor que as utilizadas nesse estudo. Vale ressaltar,

que no referido trabalho a proteína foi comparada com ela mesma após a modificação

espacial de um dos cruzamentos da cadeia que o caracterizava. Neste estudo foram

avaliadas duas estruturas sem tal modificação.

Com o intuito de avaliar a resistência à diminuição, a temperatura foi elevada para

436K. As curvas em roxo e amarelo, representam os valores obtidos para a PcN e a

proteína sem nó, respectivamente. É possível observar na figura 17 que houve uma

diminuição significativa de contatos nativos para ambas as estruturas. No entanto,

para o tempo simulado os perfis não mostraram comportamento distinto entre as duas

estruturas estudadas.

5.3 Análises do Comportamento Conformacional por PCA e DCCM

Além das análises convencionais realizadas (RMSD, RMSF, fração de contatos nati-

vos), apresentamos também dados da avaliação dinâmica das estruturas por meio da

Análise de Componentes Principais (PCA) e Mapa Dinâmico de Correlação Cruzada
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(DCCM).

Por meio da PCA é possível analisar o comportamento conformacional das es-

truturas ao longo das trajetórias DM, permitindo conhecer importantes movimentos

biomoleculares [80] . Normalmente são apresentadas as duas primeiras componentes

principais (PCs), que juntas são capazes de explicar a maior variância das conforma-

ções visitadas durante a simulação [72] .

Os dados referentes a cada temperatura de estudo, para cada proteína são apre-

sentados mostrando as contribuições dos resíduos para a variância dos dados. Nos

gráficos da PCA, a variância dos dados, ou seja, a variação das conformações captu-

radas durante o tempo de simulação, é representada como pontos indo do azul ao

vermelho em ordem do tempo das trajetórias obtidas.

Dessa forma, o aglomerado dos pontos de cada cor representa mudanças no estados

conformacionais. Em azul e vermelho estados conformacionais definidos, e em branco

estados intermediários [81,82] .

A Figura 18 apresenta os dados para a proteína com nó em 310K. Nessa tempera-

tura a variância total dos dados apresentados pelas duas primeiras PCs (PC1xPC2) foi

de 45%.

A distribuição dos dados indo do vermelho ao azul aparecem muito agregadas para

a PcN na menor temperatura de estudo, o que indica alta estabilidade da estrutura ao

longo dos 50 ns obtidos na trajetória (Figura18: A).

Pelo gráfico dos resíduos versus PCs (Figura18: B), foi possível observar que não

há grande destaque de nenhum resíduo em relação ao que aparece em PC1 (linha

em preto) e PC2 (linha em azul). Dessa forma, o comportamento observado para as

conformações é resultado de todos os resíduos, não sofrendo impacto de uma região

específica da estrutura.
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Figura 18 – PCA para a PcN (PDB 3KZN) em 310K. A variância dos dados (PC1xPC2),
pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo na simula-
ção. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras PCs.
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Para a segunda temperatura de estudo, 373K, o total de variância explicada dos

dados foi de 39% considerando as duas primeiras PCs. Os dados são apresentados na

Figura 19.

Com a elevação da temperatura os dados obtidos mostram que as conformações

aparecem agregadas, reforçando que a PcN apresenta estabilidade. Na parte B da

Figura 19, o gráfico resíduos versus PCs aponta destaque para os resíduos do 70 ao 90

para PC1 e PC2, o que aponta essa região com a maior contribuição para a variância

observada na PCA.

Embora seja observado maior contribuição para as duas primeiras PCs apresen-

tadas na PCA dos resíduos da região entre 70 e 90, estes não geraram impacto na

distribuição das conformações, ou seja, ainda há grande densidade como é exposto

pela alta concentração de conformações vermelho e azul, o que aponta para alta esta-

bilidade mesmo para uma temperatura de 373K.
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Figura 19 – PCA para a PcN (PDB 3KZN) em 373K. A variância dos dados (PC1xPC2),
pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo na simula-
ção. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras PCs.
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Buscando avaliar a a estabilidade conformacional da proteína com nó, a tempera-

tura de estudo foi elevada para 436K. Nessa temperatura, o total de variância explicada

pelas duas primeiras PCs foi de 54%. Os dados são apresentados na Figura 20.

Para a temperatura de estudo mais elevada houve uma mudança em relação as

demais como é possível observar na parte A da Figura 20. Ao longo da distribuição

dos dos dados na PCA nota-se maior dispersão do vermelho ao azul, o que aponta que

para essa temperatura a proteína perdeu parte da sua estabilidade. O que é condizente

ao observado em outros estudos, onde a estabilidade de proteína com nó foi avaliada

com temperatura muito elevada [3] .

Pelo gráfico de PCs versus resíduos mostrado em B, há contribuição de outros

resíduos em geral para PC1 e PC2 quando em comparação as outras duas temperaturas

do estudo. No entanto, a região de maior influência para a variância observada na PCA

está entre os resíduos 50 e 70 para PC1 e 60 e 80 para PC2, o que fica aproximadamente

em torno das maiores contribuições observadas nas outras temperaturas.
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Figura 20 – PCA para a PcN (PDB 3KZN) em 436K. A variância dos dados (PC1xPC2),
pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo na simula-
ção. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras PCs.
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A PCA para a proteína sem nó (PDB 4JQO) apresenta comportamento bastante

distinto em relação a PcN para a dispersão das conformações.

Em 310K, dados apresentados na Figura 21 o total de variância explicada dos dados

foi de 37%.

Diferentemente do que se observa para a PcN na Figura 18, há uma concentração

de conformações intermediárias (pontos brancos), o que aponta para menor estabi-

lidade da proteína sem nós. Essas conformações em branco indicam que a proteína

percorre uma maior mudança conformacional durante a trajetória nessa temperatura,

distinto do comportamento para a proteína com nó, que tem maioria conformações em

vermelho e azul bastante agregadas indicando menores mudanças conformacionais

ao longo da trajetória simulada.

Nesta temperatura a amplitude de contribuição dos resíduos para as PCs é consi-

deravelmente maior do que para a PcN. Além disso, vários resíduos se destacam com

maior contribuição para PC1 (linha em preto) e PC2 (linha em azul) como se pode

observar no gráfico PCs versus resíduos (Figura 21: B).

Um ponto interessante é o destaque do resíduo próximo a 250 que está na região

correspondente ao nó na PcN, o que não é observado na parte B da figura 18 para a

temperatura de 310K. O que corrobora com o observado para o RMSF, onde o resíduo

243 mostrou ter a maior flexibilidade.
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Figura 21 – PCA para a proteína sem nó (PDB 4JQO) em 310K. A variância dos dados
(PC1xPC2), pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo
na simulação. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras
PCs.



64

A PCA com os dados referentes a proteína sem nó na temperatura de simulação de

373K são apresentados na Figura 22. Nesta temperatura as duas primeiras PCs foram

capazes de explicar também 37% da variância dos dados.

Em 373K a PCA, embora tenha apresentado elevada densidade de conformações

em vermelho e azul, similar ao que foi observado nessa temperatura para a estrutura

com nó, apresenta também grande quantidade de conformações representadas na cor

branca, o que indica que para essa temperatura a proteína sem nó apresenta maiores

variações na conformação.

Em relação as contribuições dos resíduos para as PCs, apresentado na parte B

da Figura 22, surgem diferenças de contribuição. Para PC1 (linha em preto) a maior

contribuição aparece com o resíduo em torno de 300, o que não foi observado para a

PcN. PC2 (em azul) apresentou dois picos significativos, o maior em torno do resíduo

90 e o menor próximo ao resíduo 250.
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Figura 22 – PCA para a proteína sem nó (PDB 4JQO) em 373K. A variância dos dados
(PC1xPC2), pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo
na simulação. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras
PCs.
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Os dados para a análise de componentes principais para a proteína sem nós em

436K, são apresentados na Figura 23. O total de variância explicada dos dados com as

duas primeiras PCs foi de 43%.

Para a temperatura de 436K a distribuição das conformações ao longo de PC1 é

majoritariamente em vermelho (Figura 23: A). Nesta temperatura, essas conformações

aparecem consideravelmente em maior quantidade que em comparação a PcN (Figura

20: A). Há grupos de conformações em vermelho entre 40 e 60 na PCA, um menor

entre 20 e 40, e ainda outro aproximadamente entre -10 e 10. O que indica grupos

de conformações variáveis para a estrutura, indicando que nesta temperatura houve

maior variação das conformações.

Os resíduos de maior destaque para as PCs são os mesmos observados em 373K,

no entanto, PC2 em azul traz os maiores picos em torno de 300 e logo abaixo de 250.

Sendo estas as regiões de resíduos que mais tiveram contribuição para a variância

observada na PCA.
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Figura 23 – PCA para a proteína sem nó (PDB 4JQO) em 436K. A variância dos dados
(PC1xPC2), pontos em azul, branco e vermelho seguem a ordem do tempo
na simulação. Em B as contribuições dos resíduos para as duas primeiras
PCs.
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O comportamento de correlação de movimento dos resíduos para as duas proteínas

são apresentados nas figuras 24 e 25 para a proteína sem nó e a PcN, respectivamente.

Os comportamentos de ambas as proteínas em toda a faixa de temperatura são tão

distintos que mesmo uma inspeção visual superficial no gráfico é suficiente para

percebê-lo.

Quanto maior a cor ciano (valores positivos), mais forte é a correlação no movi-

mento dos resíduos expressa no gráfico DCCM, mostrando que os resíduos se movem

na mesma direção. Caso contrário, quando prevalece a cor rosa (valores negativos) os

movimentos ocorrem no sentido oposto, apresentando anticorrelação. Os retângulos

na figura delimitam as regiões de mudança significativa observada com o aumento da

temperatura.

Na Figura 24, referente a proteína sem nó, são apresentados os gráficos por tempe-

ratura: A em 310K, B em 373K e C para 436K.

Em 310K, observamos que há pouca correlação para a proteína sem nó. Existe

apenas pequenas áreas em rosa claro no gráfico apresentado na parte A, mostrando

movimentos de anticorrelação (regiões entre 240 e 250 e entre 280 e 300 com a região

de 50 a 120).

Com o aumento da temperatura para 373K, a proteína sem nó apresentou um

aumento nos movimentos como se pode observar na parte B da figura 24. Há um

aumento considerável nos movimentos de anticorrelação no gráfico mostrado em B,

como se pode notar pelo aumento da área rosa analisando a região dos resíduos 275 a

315 com a região entre 50 e 120. A correlação (em ciano) aparece em algumas regiões

como o aumento observado na região acima de 315 com a região entre 145 a 155.

O comportamento em 436K para a proteína sem nó, como pode ser visto em C,

de destaca principalmente pelo surgimento de movimentos de correlação na região

composta por resíduos entre 153 e 225 com a região entre 60 e 80, o que em tempera-

turas mais baixas não foi significativo. E, de modo geral, também houve aumento na

anticorrelação, com destaque para a região entre 135 e 225 com a região entre 90 e 130.
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Figura 24 – DCCM para a proteína sem nó (PDB 4JQO). Os dados são apresentados
por temperatura de estudo: A 310K, B 373K e C 436K. Os retângulos
destacam as áreas de mudança significativa.

Considerando o comportamento total da proteína sem nó referente a elevação de

temperatura realizada no estudo, se pode verificar que essa foi suscetível a mudança

significativa nos movimentos de correlação e anticorrelação. Este comportamento
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demonstra que a proteína tem comportamento dinâmico bastante variável a medida

que é submetida a variações de temperatura.

Na Figura 25 são apresentados os gráficos DCCM para a PcN por temperatura: A

em 310K, B em 373K e C para 436K.

Figura 25 – DCCM para a proteína com nó (PcN) (PDB 3KZN). Os dados são apresen-
tados por temperatura de estudo: A 310K, B 373K e C 436K. Os retângulos
destacam as áreas de mudança significativa.
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Para a temperatura mais baixa utilizada no estudo, 310K o gráfico DCCM na parte

A da Figura 25 mostra que a PcN teve comportamento bastante distinto da proteína

sem nó. Há grandes áreas referentes aos movimentos de correlação e anticorrelação

dos resíduos, áreas destacadas nos retângulos na figura.

É possível notar regiões de coloração rosa em tom forte (valores próximo a -1),

apontando para elevada anticorrelação (isto é, regiões de movimentos opostos) para

as regiões de 175 a 220 e 250 a 300 com a região entre os resíduos 45 e 150. Há também

para a PcN alta correlação (em ciano) entre a região de resíduos 250 e 275 com a região

entre 175 e 225 que está inserida no nó.

Ao elevar a temperatura para 373K, Figura 25: B, notamos comportamento distinto:

há diminuição dos movimentos. Esse comportamento é observado como resposta ao

aquecimento da estrutura.

Em 373K houve uma diminuição acentuada dos movimentos de correlação e an-

ticorrelação. Por exemplo, a anticorrelação da região 250 a 300 com a região de 45 a

150 é notavelmente reduzida. A região do nó tem o movimento de correlação obser-

vado entre as regiões 250 e 275 com a região 175 a 225, marcado em ciano, diminuído

com a temperatura mais alta, mas visualmente ocorre menor redução quando em

comparação a redução ocorrida para as regiões de anticorrelação citadas.

Na parte C da Figura 25, referente a temperatura de 436K é possível notar um au-

mento significativo dos movimentos de anticorrelação. Em destaque entre o segmento

de resíduos 250-332 com a região entre 40 e 70. O movimento de correlação também

aumentou em geral, por exemplo, a correlação entre os segmentos 215-230 e 40-70

apresentou um aumento considerável quando comparado a temperaturas mais baixas.

Ao avaliar as três temperaturas, é observado que a PcN, considerando todas as

temperaturas teve a menor variação nos movimentos de correlação e anticorrelação.

O que aponta para maior estabilidade em relação a proteína sem nó que teve maior

modificação ao longo das temperaturas avaliadas.

Os dados de PCA e DCCM mostraram maior resistência a mudanças conformacio-

nais para a PcN (PDB 3KZN) em comparação com a proteína sem nó (PDB 4JQO). O

presente estudo mostrou que a PcN é mais estável nas condições de temperatura con-

sideradas. Este resultado concorda com o obtido por Xu e colaboradores [15] , quando

analisaram a importância do nó para uma proteína e observaram estabilidade redu-
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zida para a estrutura sem nó. No estudo experimental realizado por Sirarimoju e

colaboradores [14] , as proteínas nodosas também foram consideradas mais resistentes

às mudanças impostas aos sistemas.

5.4 Descritores de Reatividade

Para os resíduos idênticos nas duas proteínas na região do nó, foram calculados os

descritores de reatividade (DR) e analisadas sua distribuição de valores para encontrar

padrões nas duas estruturas. A figura 26 apresenta o resumo da análise dos descritores

calculados.

A densidade eletrônica, nucleofilicidade e a localização da banda orbital molecular

são os descritores que apresentaram a mesma distribuição de valores para as duas

proteínas.

Uma mudança sensível na densidade eletrônica dos resíduos é esperada quando

eles participam de uma reação química, com a ocorrência de quebra e formação de

ligações ou transferência de carga. Essas flutuações estruturais observadas na amostra-

gem de dinâmica molecular com apenas campos de força clássicos não devem produzir

mudanças tão sensíveis. Mesmo assim, o perfil de distribuição figura 26: J apresen-

tado para esta propriedade mostra a similaridade química dos resíduos utilizados na

análise dessas duas proteínas na região do nó.

Por outro lado, o descritor de eletrofilicidade mostra uma clara diferença no pa-

drão de distribuição de seus valores entre os dois tipos de proteínas (Figura 26: B),

mostrando que a proteína sem nó apresenta resíduos na região equivalente ao nó com

maior reatividade, em particular acomodando a densidade eletrônica e agindo como

um eletrófilo.

Essa diferença também foi encontrada em outros dois descritores de interações do

tipo mole-mole, a moleza local (Figura 26: D) e a multifilicidade (Figura 26: H), mos-

trando como a proteína sem nó é mais eletrofílica e os valores do descritor apresentam

um pico enquanto que para a PcN estão em torno do valor zero, mostrando sua menor

reatividade.
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Figura 26 – Distribuição de densidade de probabilidade para os descritores de rea-
tividade calculados entre as estruturas amostradas para 3KZN (PcN) e
4JQO (sem nó). A) Nucleofilicidade, B) Eletrofilicidade, C) Netfilicidade,
D) Moleza Local, E) Suscetibilidade radical, F) Dureza Local (aproximação
potencial químico local), G) Localização do Orbital Molecular, H) Multifi-
licidade, I) Dureza Local (aproximação potencial de Fukui), J) Densidade
Eletrônica, K) Dureza Local (aproximação interação elétron-elétron).

Para os descritores que descrevem as interações controladas por carga, os métodos

de dureza local, aquele baseado em potencial químico local (LCP) apresentou um

deslocamento positivo em seus valores, com a diferença de padrão mais visível entre

os dois tipos.
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O mesmo tipo de análise buscando agrupar os dados pela temperatura da amos-

tragem de dinâmica molecular, não apresentou nenhum padrão nos descritores cal-

culados. Diante disso, como ainda existia várias fontes de possíveis efeitos, tais como

diferentes resíduos, coordenadas tridimensionais, descritores quânticos, foi realizada

uma análise exploratória com a Análise de Componentes Principais (PCA).

A PCA foi aplicada em duas rodadas: primeiro com todos os resíduos idênticos

para as duas proteínas na região do nó; depois os resíduos de aminoácidos redundan-

tes, isto é, quando o mesmo tipo aparecia mais de uma vez foram sendo retirados até

que a maior parte da variância explicada começasse a diminuir significativamente. Na

Figura 27 :A) e B) são apresentados os dados para a PCA inicial, agrupados pelo tipo

de proteína e para o resíduo de aminoácido respectivamente, a variância explicada

por componente principal (PC) em C) e os loadings para os primeiros cinco PCs em D).

Nas duas rodadas foram obtidas pelo menos 70% da variância explicada nos dois

primeiros PCs. Com o PC1 com cerca de 50% e o PC2 com 22%. Para a segunda rodada

de PCA, foram removidos os dados associados aos aminoácidos que apresentam baixa

dispersão, principalmente horizontal, que é o eixo mais importante.

Na Figura 27: A), são apresentados os dados agrupados por tipo de proteína, mos-

trando que se trata de uma clara diferenciação dos descritores químicos quânticos

obtidos a partir do tipo de proteína com nó e sem nó. Na Figura 27: B), foram agru-

pados os objetos em relação ao tipo de resíduo, mostrando também a separação. É

possível afirmar que o padrão encontrado para o tipo de proteína é mais forte do que

para o tipo de resíduo, pois seu deslocamento é no eixo horizontal. Além disso, se

pode observar que todas as variáveis apresentam o mesmo sinal de carregamento para

o primeiro PC, indicando que em geral os resíduos de aminoácidos da proteína sem

nó são mais reativos, tanto nos descritores do tipo duro-duro quanto mole-mole.
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Figura 27 – Resultados da análise de componentes principais (PCA) empregando os
dados obtidos pelos descritores de reatividade. A) Dados apresentados
em relação ao tipo de proteína; B) Dados em relação ao tipo de resíduo de
aminoácido; C) Variância explicada por componente principal; D) Loadings
para os cinco primeiros componentes principais.

No segundo PC é onde ocorre a diferenciação entre os tipos de descritores, sendo

Nucleofilicidade e Dureza D local os maiores valores positivos para este PC e Multifi-

licidade, Moleza Dual e Netfilicidade os valores mais negativos.

Esses descritores estão altamente associados ao PC que separa os dados por tipo de

resíduo, mas com contribuição significativa também no primeiro PC. Por outro lado, a

Moleza local e a suscetibilidade radical (abreviada como Radicalidade na Figura 27: B))

mostram as cargas mais altas em PC1 e quase zero em PC2, o que significa que podem

representar a diferenciação dos dois tipos de proteínas praticamente sem relação do

tipo resíduo. Também podemos observar que a temperatura utilizada na amostragem

MD apresentou loadings próximos de zero nos dois PCs, sendo desprezíveis para as

propriedades da estrutura eletrônica calculadas.
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Na Figura 28, são apresentados os dados resultante para a segunda PCA, onde

foram descartados os dados dos descritores da metade dos resíduos. Agora é possível

ver mais claramente a separação dos dados por tipo de resíduos de aminoácidos. Além

disso, com os dados menos redundantes foi possível identificar os conjuntos de dados

onde ocorre a separação entre os tipos de proteínas com e sem nó, especificamente

nos resíduos de Metionina, Tirosina e Histidina.

Figura 28 – Resultados da análise de componentes principais (PCA) para os descrito-
res de reatividade. A) Objetos pelo tipo de proteína. B) Objetos pelo tipo
de resíduo de aminoácido do nó.

As vantagens da análise de PCA é a possibilidade de explorar uma enorme matriz
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de dados e dividir a variância por blocos de variáveis e classes de dados. A partir des-

sas análises até aqui, é possível afirmar que essas duas proteínas apresentam diferentes

propriedades de estrutura eletrônica em seus resíduos conservados no nó.

Para complementar esta análise, foram construídos os mapas de calor da Figura 29

por meio dos valores médios de cada resíduo para todos os descritores. Em A para a

PcN, e B a proteína sem nó. Os dados de entrada para os gráficos foram dimensionados

pelo seu desvio padrão e centrados pela sua média, para que os descritores fossem

comparáveis. Nestas figuras é possível visualizar o agrupamento entre os resíduos e

descritores, e também como os valores médios dos descritores mudaram para alguns

dos resíduos.

Por meio dos mapas de calor com os descritores agrupados por seu tipo, intera-

ções duro-duro e mole-mole, é possível verificar como não há um padrão definido

na proteína com nó. Para a proteína sem nó, se observa um aumento na média dos

resíduos de metionina, tirosina e histidina nos descritores de multifilicidade, netfilici-

dade e moleza. Além disso, os resíduos de metionina, que são dois no núcleo do nó,

apresentam maiores valores do radical e da localização da banda OM para a proteína

sem nó. Para o resíduo de tirosina na região analisada, os descritores de dureza locais

são os mais altos nos dois tipos de estrutura.

Diante dessas observações, foi possível levantar algumas novas questões de pes-

quisa, como por exemplo, se esses arranjos geométricos dificultam a localização de

orbitais moleculares de fronteira em seus átomos pertencentes e a mitigação de seu

poder de eletrofilicidade/nucleofilicidade por meio de restrição de movimento espe-

cífico. Além disso, se o nó geométrico pode tornar seus resíduos do núcleo menos

reativos, isso pode refletir em um sítio ativo enzimático mais reativo e específico.
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A)

B)

Figura 29 – Mapas de calor mostrando as médias dos descritores para cada resíduo
analisado A) PcN B) Proteína sem nó.

A partir da PCA e dos mapas de calor foram selecionados os principais descrito-

res para análise, além de revelar que o tipo de resíduo pode desempenhar um papel

importante, mas secundário na descrição da variância dos dados. Assim, foram sele-
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cionaos quatro descritores para analisar a distribuição de cada resíduo comparando

pelos dois tipos de proteína. Os resultados de tal análise são mostrados na Figura 30.

A) B)

D)C)

Figura 30 – Box-plot de alguns descritores químicos quânticos por resíduos de ami-
noácidos conservados no nó comparando entre os tipos de proteínas A)
Moleza Local B) Dureza Local C) Localização de orbitais moleculares de
fronteira D) Densidade eletrônica.

Para o descritor de moleza local, foi possível observar pela Figura 30: A) que os

resíduos do tipo metionina, tirosina e histidina apresentaram as maiores diferenças

em sua distribuição ao comparar as duas proteínas. O resíduo tirosina também apa-

rece como tendo a maior média de dureza local (LCP), mas não sendo o único tipo

de resíduo que apresentou distribuição diferente entre os tipos de proteínas, com o

resíduo serina não apresentando nenhuma sobreposição de distribuição.

Para realizar uma análise estrutural, foi amostrado o conjunto mais representativo

de coordenadas tridimensionais das simulações de dinâmica molecular a 310K, para

visualizar espacialmente os descritores no núcleo do nó das duas proteínas. As equa-

ções de trabalho de dureza local são os descritores que mais graficamente mostram

diferenças entre as duas proteínas, principalmente para a aproximação do Potencial
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de Fukui. São apresentadas essas representações gráficas para a proteína com e sem

nós nas Figuras 31 e 32.

A) B)

0.005 0.009Dureza Local (LCP)

0.05 0.09Dureza Local (MEP EE)

C) D)

Figura 31 – Dureza local por átomos na região com nó em uma estrutura representa-
tiva: A) Dureza local com aproximação do potencial químico local para
3KZN (com nó) B) Dureza local com aproximação do potencial químico
local para 4JQO (sem nó) C) Dureza local com aproximação interação
elétron-elétron 3KZN (com nó) D) Dureza local com aproximação intera-
ção elétron-elétron 4JQO (sem nó).

Na Figura 31, são apresentados a dureza local para os átomos nas regiões de nó,
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para a equação de trabalho usando as aproximações LCP e MEP EE, para a proteína

com nó (Figura 31: A) e C)) e sem nó (Figura 31 :B) e D)). A equação de trabalho

do LCP é muito dependente da densidade eletrônica e, portanto, os maiores valores

tendem a estar nos átomos com mais elétrons. Assim, além de alguns altos valores

de dureza local nos átomos dos resíduos da proteína com nó, a proteína sem nó

apresenta os maiores valores em todos os resíduos da região equivalente ao nó. Além

disso, a proteína sem nó apresenta maiores valores de dureza local calculados com as

aproximações da interação elétron-elétron do que para a proteína com nó, conforme

mostrado na Figura 31: C) e D).

Na Figura 32, são apresentadas duas representações da dureza local para os átomos

na região de nó, para a equação do trabalho usando a aproximação do potencial de

Fukui.
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A) B)

0.4 0.6
L. Hardness (Potential Fukui)

C) D)

Figura 32 – Dureza local por átomos, obtida a partir do potencial de Fukui. Resíduos
em destaque para a região do nó em A) 3KZN (PcN) e B) para 4JQO. Em
C) 3KZN e D) 4JQO são mostradas as representações considerando toda a
estrutura das proteínas.

A primeira sendo a fita e os palitos para os resíduos no núcleo do nó (Figura 32:A e

Figura 32:B ) e a segunda mostrando a representação em desenho da cadeia principal

com a "espessura"dimensionada pelos valores do descritor. Foi possível observar que

os maiores valores para este descritor estão nos resíduos da região do nó, com a

proteína sem nó apresentando esses valores máximos em vários resíduos.

Com esses resultados, foram demonstrados que as propriedades eletrônicas e de

reatividade calculadas para os resíduos do núcleo do nó são significativamente dife-

rentes para cada uma das proteínas, embora sejam tão semelhantes tanto na estrutura

terciária quanto na função biológica.
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Embora não seja possível neste momento estabelecer uma relação direta entre

essas diferenças e a presença de nós geométricos em proteínas em geral, as diferenças

expostas por meio da investigação dos descritores de reatividade abre várias questões

de pesquisa sobre como arranjos tridimensionais específicos dos resíduos de proteínas

podem levar a mudanças em suas propriedades de reatividade.
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Capı́tulo 6
Conclusão

Neste estudo foram usadas diferentes técnicas de simulação computacional para

avaliar diferenças entre duas proteínas com alta similaridade no arranjo tridimensional,

mas que diferem pela presença de um nó geométrico.

Com os dados obtidos por dinâmica molecular, o RMSF mostrou que, em todas as

temperaturas avaliadas, as duas proteínas tiveram suas porções mais flexíveis fora da

região do nó. As maiores flutuações foram observadas para a proteína sem nó (PDB

4JQO), que apresentou uma flutuação em maior destaque para o resíduo 243 (GLY243),

dentro da região equivalente à região do nó na proteína com nó (PcN) (PDB 3KZN). A

flutuação foi acentuada com elevação da temperatura para 373K e 436K para as duas

estruturas. A fração de contatos nativos mostrou uma diminuição significativa apenas

em 436K para as duas proteínas.

As análises de PCA mostraram que a proteína sem nó teve acesso a um conjunto

mais variado de conformações, que pode apresentar menor resistência às mudanças

conformacionais em comparação com a PcN. Os dados do DCCM mostraram que a

proteína sem nó sofreu grandes mudanças em seus movimentos (correlação e anticor-

relação) ao longo das mudanças de temperatura, o que sugere que ela está sujeita a

maiores variações conformacionais, indicando menor estabilidade.

Em relação ao estudo utilizando descritores de reatividade (DR) foi observado que

a proteína sem nós mostrou-se propensa a maior reatividade em relação a descritores

usados que descrevem interações do tipo mole-mole ou duro-duro.
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Abstract
The role of knots in proteins remains elusive. Some studies suggest an impact on stability; the difficulty in comparing systems 
to assess this effect, however, has been a significant challenge. In this study, we produced and analyzed molecular dynamic 
trajectories considering three different temperatures of two variants of ornithine transcarbamylase (OTC), only one of which 
has a 31 knot, in order to evaluate the relative stability of the two molecules. RMSD showed equilibrated structures for the 
produced trajectories, and RMSF showed subtle differences in flexibility. In the knot moiety, the knotted protein did not show 
a great deal of fluctuation at any temperature. For the unknotted protein, the residue GLY243 showed a high fluctuation in 
the corresponding moiety. The fraction of native contacts (Q) showed a similar profile at all temperatures, with the greatest 
decrease by 436 K. The investigation of conformational behavior with principal component analysis (PCA) and dynamic 
cross-correlation map (DCCM) showed that knotted protein is less likely to undergo changes in its conformation under the 
conditions employed compared to unknotted. PCA data showed that the unknotted protein had greater dispersion in its con-
formations, which suggests that it has a greater capacity for conformation transitions in response to thermal changes. DCCM 
graphs comparing the 310 K and 436 K temperatures showed that the knotted protein had less change in its correlation and 
anti-correlation movements, indicating stability compared to the unknotted.

Keywords  Knotted proteins · Stability · Molecular dynamics · PCA · DCCM

Introduction

Knotted proteins represent an intriguing topic in biochem-
istry. Evidence concerning the existence of knots in the 
structure of proteins remains challenging even 40 years 
after their existence was first reported [1, 2]. There is great 
speculation about the role of the knot in proteins, whether 
this is an advantage or disadvantage for their correct func-
tioning [3–6]. Since the first systematic study carried out 
by Mansfield [2] in 1994, few proteins with this structural 
characteristic have been verified. Currently, in the Protein 

Data Bank (PDB) [7], less than 2% of structures have at least 
one structural knot [6, 8]. Recent studies have pointed to a 
slower folding kinetics for knotted proteins [9–11]. Another 
aspect of relevance is whether a knot provides greater sta-
bility to the protein or influences its biological activity [9, 
12–15]. This topic is very open to research and study for the 
establishment of the real importance of the knot in proteins.

Another important point is the mechanical resistance of 
knotted proteins to the controlled degradation of non-func-
tional proteins [16–18], since this is undoubtedly one of the 
crucial processes in cells. Recently, in a study with differ-
ent topologies of knots in proteins, a higher resistance to 
degradation was observed in comparison to unknotted vari-
ants [19]. Different types of knots have different effects in 
relation to degradation, which can occur in a partial way or 
formation of intermediates [20]. In this step, the knot has an 
influence when in contact with the channel responsible for 
degradation, as observed in the protease AAA + ClpXP [17], 
and a mechano-stability effect has already been observed 
for knotted proteins [16, 21]. This reaffirms the interest in 
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establishing the impact that the presence of the knot brings 
to the proteins.

For studying knotted proteins, it is very important to 
identify the knot present in the structure. Currently, knot-
ted proteins are identified with knot types 31, 41, 52, and 
61 [13, 22–24]. Among all the identified knotted proteins, 
those with knot 31 (known as the trefoil knot [25]) are the 
most numerous [12, 26]. The 31 knot is found in structures 
of proteins with different functions [27], such as carbonic 
anhydrase (PDB 3MDZ: A), RNA methyltransferase (PDB 
4H3Z: B), and carbamoyltransferase (PDB 3KZK: A). The 
knot is identified using online servers that have tools to 
locate and identify the type of knot present in a knotted pro-
tein, for example, KnotProt [28].

Most of the research has focused on studying knotted 
proteins with knot 31, which is formed by only three crosses 
[29–32]. The MJ0366 protein with 92 amino acids has also 
been systematically studied as it is the smallest known pro-
tein that contains a knot, which facilitates computational 
simulation and information extraction [29, 33, 34]. For some 
of these, simplified structure models have been used.

An important question is this: does the knot have any 
relevance to protein stability? To address this question, the 
work carried out by Xu and collaborators [6] sought to con-
tribute by promoting the computational removal of the knot 
from the structure of a knotted protein. A further meaningful 
computational experiment might be the comparison between 
similar structures that occur in nature, rather than using a 
computationally manipulated structure, comparing it to an 
unedited native conformation. The ornithine transcarbamyl-
ase (OTC) family contains important proteins that act in the 
biosynthesis of arginine in bacteria and plants and the urea 

cycle in mammals [35]. Among them, we find a perfect test 
case to carry out this comparison, PDB entries 3KZN and 
4JQO, which correspond to a knotted and unknotted protein, 
respectively. Previous study, using only the PDB structures 
for 3KZN and 4JQO, did not show significant differences 
between the two proteins [4].

In the current study, we performed molecular dynamic 
simulations to investigate structural characteristics for PDB 
3KZN and PDB 4JQO, considering three different tempera-
tures. We employ principal component analysis and cross-
correlation maps. We found greater resistance to change in 
the conformations for knotted protein.

Materials and methods

In Fig. 1, we present a schematic overview of the followed 
methodology in this study.

Knotted and unknotted protein structures

The structures of the two OTC variants, shown in Fig. 2, 
were obtained from the Protein Data Bank [7] and represent 
entries PDB 3KZN and PDB 4JQO, corresponding to a knot-
ted and an unknotted protein, respectively. Figure 2 indicates 
that the two proteins present very similar tertiary structures. 
In Fig. 2a, the PDB 3KZN is shown, and in Fig. 2b, the 
structure for the PDB 4JQO. Highlighted in blue, each pro-
tein has two similarly spaced β-sheet moieties. Just below 
the three-dimensional structures, the annotated primary 
sequence is shown (more details are available in the supple-
mentary information of this paper). The three-dimensional 

Fig. 1   Workflow of the methods 
employed in this study
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superposition of the proteins is shown in Fig. 2c. The knot-
ted protein is shown in blue and the unknotted in red. In 
Fig. 2d, the knot moiety is highlighted in blue for PDB 
3KZN. It is clear from these figures that the structural simi-
larity between both proteins is indeed great.

Molecular dynamic simulations

The two proteins PDB 3KZN (knotted protein) and PDB 
4JQO (unknotted) were subjected to molecular dynamic 
simulations using NAMD v2.12 software [37]. Initially, we 
used the Antechamber software in the AmberTools18 [38] 
package to parametrize the non-standard KCX residue, an 
acetylated lysine present in the PDB 3KZN. The PropKa 
server [39] was used to adjust the protonation states of the 
residues in order to simulate a protein at pH 7.4. Then, the 
Leap software from the AmberTools18 [38] package was 
used for further pre-treatment of the systems. We carried 

out solvation for both proteins using cubic boxes of TIP3P 
water molecules in such a way that there was a 20 Å spac-
ing between the protein and the edges. Following that, Na+ 
ions were added to neutralize the systems (8 for 4JQO and 
7 for 3KZN), and the topology files and initial coordinates 
were produced using the force field ff14SB [40].

We carried out our molecular dynamic simulations 
using periodic boundary conditions, with H bond restric-
tions using the SHAKE algorithm [41] and 2 fs time step. 
The particle-mesh Ewald (PME) method was used to treat 
long-range electrostatic interactions with a 9 Å cutoff. The 
simulation runs were carried out in a multi-phase proto-
col, starting with 13,000 minimization using the conjugate 
gradient algorithm, followed by heating (NVT) and pres-
surization (NPT) phases using a Langevin thermostat [42], 
with equilibration values at 310 K and 1 atm, respectively. 
Then, the systems were equilibrated for 10 ns.

Fig. 2   Protein structures: a PDB 
3KZN (knotted protein) and b 
PDB 4JQO (unknotted). c The 
alignment of the structures and 
d knot moiety is shown
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Simulations for the two proteins were carried out at three 
different temperatures: 310 K, 373 K, 436 K. We ran MD 
simulations in triplicate for the two proteins at each tem-
perature, totaling 18 production trajectories of 50 ns each.

Analyses of RMSD, RMSF, and native contact fraction 
(Q), using the first frame as a reference, were used to study 
the equilibration and temporal stability of the systems. 
Principal component analysis (PCA) and a dynamic cross-
correlation map (DCCM) analysis with the Bio3D tool [43] 
were performed to investigate the stability and flexibility of 
the proteins.

Results and discussion

The trajectories produced for knotted protein (PDB 3KZN) 
and unknotted (PDB 4JQO) allowed us to evaluate the struc-
tural stability against temperature changes. Besides the more 
conventional analysis performed, using RMSD, RMSF, and 
the fraction of native contacts, we also present data from the 
dynamic assessment of the structures by PCA and DCCM.

Molecular dynamic stability analysis

The MD trajectories were analyzed by using RMSD, RMSF, 
as well as the fraction of native contacts (Q). The data pre-
sented in Figs. 3 and 4 are average values for triplicates 
performed at each temperature studied. Since the RMSD 
values do not show peaks or great fluctuations along the 
trajectories, varying around 1 Å for temperatures of 310 K 
and 373 K, we have assumed that the production runs were 
carried out with equilibrated systems. At 436 K, as expected, 
the values obtained were higher, since the added kinetic 
energy makes the system jiggle more vigorously. Even at 
these high temperatures, however, there was no highlighted 
peak that showed complete destabilization in the trajectory.

At 310 K, it is possible to observe that for the knot moi-
ety, residues 174 to 251 marked by the black rectangle, the 
fluctuation values are not very high in the knotted protein 
(PDB 3KZN in blue). As for the unknotted protein (PDB 
4JQO in green), a high fluctuation value of 2.53 Å was 
observed for residue GLY243, which is in a loop moiety, 
well within the range that corresponded to the knot in the 
other system. Despite the lack of significant fluctuations 
inside the knot, it is still possible to observe high values of 
RMSF in the knotted protein, but they occur outside of the 
knot moiety. For instance, there is a region of large fluctua-
tions between residues 86 and 88 (ASP86, GLY87, ASP88), 
but these are in a loop moiety, which justifies greater flex-
ibility compared to the values highlighted in Fig. 3.

At the temperature of 373 K, even with the temperature 
rise, the knot moiety in 3KZN remained without large fluc-
tuations, whereas the RMSF value for residue GLY243, in 

the same region as the knot, was further increased (4.73 Å) 
for the 4JQO structure.

The highest RMSF values were observed for residues out-
side the knot moiety. Residue 243 (GLY243 highlighted) 
presents a fluctuation of 5.31 Å for the unknotted protein 
(orange line). The moieties outside the knot showed greater 
fluctuation for the knotted protein below the moiety con-
taining the knot (between residues 1 and 173) and for the 
unknotted protein, above the moiety corresponding to the 
knot (residues above 251).

In Fig. 4, we plotted the fraction of native contacts (Q) 
of knotted and unknotted proteins, as a function of time, for 
the three temperatures. Comparing the Q profiles for the two 
proteins, we can see similar behavior at 310 K. The blue and 
green trajectories did not present a significant decrease of 
native contacts, with values above 0.95 along all the 50 ns 
(averaged values in triplicate).

At 373 K, both proteins show a small decrease in native 
contacts. Although the red curve corresponding to the knot-
ted protein shows a slighter decrease, these values are very 
close to the black curve for the unknotted protein. Thus, 
we cannot yet state that the knotted protein displays greater 
stability at this temperature, as had been observed by Xu and 
collaborators [6], when they evaluated proteins considerably 
smaller than those used in our study. It is worth mentioning 
that, in that study, the protein was compared to itself after 
the handmade removal of one crossing of the chain that char-
acterized the knot. In this study, we are evaluating two native 
structures with no geometric edition.

In order to assess the resistance to the decrease in native 
contacts, we raised the temperature to 436 K. The purple and 
orange curves represent the profiles for the 3KZN and the 
4JQO proteins, respectively. We can then see in Fig. 4 that 
both structures suffered a significant decrease in their native 
contacts. However, over the 50 ns, the profiles did not show 
any distinct behavior between the two proteins.

Analysis on conformational behavior through PCA 
and DCCM

Principal component analysis was used to investigate the 
conformational behavior of the structures along the MD tra-
jectories. Figures 5 and 6 show the PCA data for the struc-
tures at the three temperatures chosen.

Usually, the first two PCs are presented, which together 
can explain the major variance of the conformations vis-
ited during the simulation [44, 45]. For the knotted protein 
used in the present study, the total explained variance was 
approximately 45% for 310 K, 39% for 373 K, and 54% for 
436 K. This information is summarized in Fig. 5.

For the two lowest temperatures, the red and blue con-
formations are practically aggregated, showing high sta-
bility of the structure over the 50 ns. Figure 5a presents a 
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graph of residues versus PCs; there is no great highlight 
of any residue in relation to what appears in PC1 (black 
line) and PC2 (blue line). Thus, the motion described by 
the PCs has aggregated the results of all residues, with 

no specific moiety contributing disproportionally to the 
variation.

At the temperature of 373 K, data presented in Fig. 5b, 
high stability is still observed, even with the increase in 

Fig. 3   RMSD and RMSF profiles of the knotted and unknotted proteins. The black square delimits the residues that compose the knot moiety. 
The values refer to the triplicate simulations
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temperature for the protein under study. The PCA graph 
shows the very concentrated data for the red and blue confor-
mations. The graph of residues versus PCs, at this tempera-
ture, shows a steep rise between residues 70 and 90 for PC1 
and PC2, indicating that this moiety has made the greatest 
contribution to the variance observed in the PCA.

Although a greater contribution of residues from the 
moiety between 70 and 90 to PCA is observed, these did 
not affect the distribution of conformations. There is still a 
high density, as indicated by the elevated concentration of 
red and blue dots, which points to high stability even at a 
temperature of 373 K.

For the highest temperature of 436 K, there is a change 
in relation to the others, as seen in Fig. 5c. Throughout the 
distribution in the PCA, a greater dispersion between red and 
blue is observed, which shows that, for this temperature, the 
protein has lost some of its stability. This is consistent with 
what has been observed in other studies, where the stability 
of knotted protein was assessed at a very high temperature 
[6].

According to the graph of residues versus PCs, there is a 
contribution of other residues to PC1 and PC2 when com-
pared to the other two temperatures of the study. However, 
the moiety of greatest influence for the variance observed 
in the PCA is between residues 50 and 70 for PC1 60 and 80 
for PC2, which is near the highest contributions observed at 
other temperatures.

The PCA data for the unknotted protein is shown in 
Fig. 6. For the three temperatures, the behavior is quite dif-
ferent when compared to the structure containing the knot 
shown in Fig. 5. Considering the first two PCs responsible 
for the largest data variance, the percentage of explained 
variance was around 37% for 310 K and 373 K, and 43% 
at 436 K.

At 310 K, Fig. 6a, in contrast to what is observed for the 
knotted protein, there is a concentration of intermediate 
conformations (white dots), which points to a less stabil-
ity when compared to the same temperature in Fig. 5a, 
where red and blue conformations appear dense with few 
white conformations. At this temperature, the amplitude of 

the contribution of the residues to the PCs (residue posi-
tion × PCs) is considerably greater for the unknotted than 
that for the knotted protein.

In addition, several residues stand out with a greater 
contribution to PC1 (black line) and PC2 (blue line), as 
we can see in the graph of residues versus PCs. An inter-
esting point is the highlight for the residue close to 250 
that is in the moiety corresponding to the knot moiety in 
3KZN. This is not observed in Fig. 5a, at the temperature 
of 310 K. This corroborates with what was observed for 
the RMSF, where residue GLY243 was shown to have the 
highest flexibility.

At 373 K, the PCA showed a high density of red and blue 
conformations, similar to what we observed at this tempera-
ture for the knotted protein. However, when evaluating the 
contributions to the behavior of the PCA through the graph 
of residues versus PCs, differences emerge. For PC1 (black 
line), the greatest contribution is from residues around 300, 
which was not observed for the knotted protein. PC2 (in 
blue) has two significant peaks, the higher at around residue 
90 and a lower one near residue 250.

At 436 K, Fig. 6c, the distribution of conformations with 
greater amounts in red is clear, along PC1. There are more 
red dots at 436 K, compared to the knotted protein, Fig. 5c. 
There are groups of conformations (in red) between 40 and 
60 in the PCA graph, and a smaller one between 20 and 40, 
and yet another approximately between − 10 and 10. This 
shows groups of variable conformations for the structure 
at this temperature, where there was a greater variety of 
conformations.

The most prominent residues in the PCs are the same 
observed in 373 K; however, PC2 in blue has peaks at 
around 300 and just shy of the 250 residue positions. These 
are the moieties of residues that contributed the most to the 
observed variance at the PCA.

The correlated behavior of the movement of residues for 
the two proteins is shown in Fig. 7. The correlation is pre-
sented as a series of DCCM graphs. We present, side by 
side, the data for the three temperatures considered: a and 
b at 310 K, c and d at 373 K, e and f at 436 K. DCCM has 

Fig. 4   Native contacts (Q) over 
the 50 ns of MD simulation. A 
scheme of colors was used to 
represent the MD simulations 
performed at different tem-
peratures: knotted protein (PDB 
3KZN) in blue (310 K), red 
(373 K), and purple (436 K); 
unknotted protein (PDB 4JQO) 
in green (310 K), black (373 K), 
and orange (436 K). Values 
refer to triplicate
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been used successfully previously in a comparative analysis 
of other systems [44, 45].

All data on the right in Fig. 7 are for the knotted protein 
and on the left for the unknotted. The behaviors of both pro-
teins across the temperature range are so distinct that even a 
cursory visual inspection in the graph is enough to notice it. 
The stronger the cyan color (positive values), the stronger 
the correlation in the motion of the residues expressed in the 

DCCM graph, showing that the residues move in the same 
direction. Otherwise, where the pink color prevails (negative 
values), the movements have gone in the opposite direction, 
showing anti-correlation. The rectangles delimit the moieties 
of significant change observed with the rise in temperature.

In Fig. 7a and b (unknotted and knotted at the lowest 
study temperature, respectively), the difference in behavior 
between the structures is quite clear. At 310 K, we see that 

Fig. 5   PCA of the MD simula-
tions (knotted protein, PDB 
3KZN). a 310 K; b 373 K; c 
436 K. The contributions of 
the residuals for PC1 in black 
and PC2 in blue are shown 
alongside
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there is a low correlation of the residue movement for the 
unknotted protein. There are only small areas in light pink in 
the matrix shown in Fig. 7a, showing anti-correlation move-
ments (moieties between 240 and 250 and between 280 and 
300 with the moiety from 50 to 120). Contrary to what was 
observed for the unknotted protein with a small moiety of 
anti-correlation movements, for the knotted protein in the 
DCCM graph in Fig. 7b, there is a pink color with intense 

tones (values close to − 1), pointing to high anti-correlation 
(that is, moieties of opposite movements) for the moieties of 
175 to 220 and 250 to 300, with the moiety between residues 
45 and 150. There is also, for the knotted protein, high cor-
relation (in cyan) between the moiety of residues 250 and 
275, with the moiety 175 to 225 that is inserted in the knot.

With the temperature rise to 373 K, the unknotted pro-
tein showed an increase in its movements, as we can see in 

Fig. 6   PCA of the MD simula-
tions (unknotted protein, PDB 
4JQO). a 310 K; b 373 K; c 
436 K. The contributions of 
the residuals for PC1 in black 
and PC2 in blue are shown 
alongside
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Fig. 7   The DCCM of the unknotted protein PDB 4JQO (a, c, e) and knotted protein PDB 3KZN (b, d, f) at temperatures 310 K (top), 373 K 
(middle), and 436 K (bottom). Regions of significant differences for correlation and anti-correlation shown in the black squares
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Fig. 7c compared to a. There is a considerable increase in 
anti-correlation movements in the graph shown in Fig. 7c, 
as we can see by the increase in the pink area when com-
paring the moiety of residues 275 and 315 with the moiety 
between 50 and 120. The correlation of the movement of 
the residues (values in cyan) appears in some regions to be 
the same as the increase observed in the moiety above 315 
with the moiety between 145 and 155. That is to say, there 
was an increase in the region formed between the residues 
above 315 and those in the region between 145 and 155, 
when comparing information from Fig. 7a and c.

For the knotted protein compared with the unknotted, in 
373 K, a different behavior can be seen, since there is a 
decrease in movements. In Fig. 7d, there is a very sharp 
decrease in the correlation and anti-correlation movements. 
And there is a decrease in both types of movements when 
the temperature for the knotted protein is raised. For exam-
ple, the anti-correlation of the moiety of residue 250 to 300 
with the moiety of 45 to 150 is noticeably reduced. The knot 
moiety has a correlation movement observed between the 
residues 250 and 275 with the region 175 and 225 (cyan area 
in the black box) that decreased with the higher temperature; 
but visually less reduction occurs when compared to the 
reduction occurred for the cited anti3-correlation moieties.

For the highest temperature (436 K), we noticed a sig-
nificant increase in both correlation and anti-correlation 
movements for both proteins, when compared to the 373 K 
temperature represented in Fig. 7c and d, for the unknotted 
and knotted proteins, respectively. This suggests that both 
movements of the structures were affected by the temper-
ature rise, resulting in a noticeable change in the DCCM 
graphs as shown in Fig. 7e and f.

The 436 K behavior for the unknotted protein, as seen 
in Fig. 7e, stands out mainly for the appearance of correla-
tion movements in the moiety comprising residues between 
135 and 225, with the moiety between 60 and 80, which 
did not happen at lower temperatures. And there was also 
an increase in anti-correlation, with emphasis on the one 
between segments 135–225 and 90–130.

For the knotted protein, presented in Fig. 7f, there is a 
significant increase in anti-correlation movements that have 
already been appeared at 373 K, but which appear even 
stronger at 436 K, for example, between segment 250–332 
and 40–70. Correlation motion also increased overall, for 
instance, the correlation between segments 215–230 and 
40–70 showed a considerable increase when compared to 
lower temperatures.

PCA and DCCM data showed greater resistance to con-
formational changes for 3KZN compared to 4JQO. Our 
study showed that a knotted protein is more stable under 
temperature conditions considered. This result agrees with 
that obtained by Xu and collaborators [46], when they 

analyzed the importance of the knot in a protein. They 
observed reduced stability for the unknotted one. In the 
experimental study carried out by Sirarimoju and collabo-
rators [35], knotted proteins were also considered as more 
resistant to the changes imposed on the systems.

Conclusions

In this work, the structural dynamics of a knotted protein 
was investigated in comparison to its unknotted analog 
using molecular dynamics at three temperatures.

RMSF showed that at all evaluated temperatures, the 
two proteins had their more flexible moieties outside 
the knot. The greatest fluctuations were observed for the 
unknotted protein (PDB 4JQO), which showed a prominent 
fluctuation for residue 243, within the region equivalent 
to the knot moiety in the knotted protein. The fluctuation 
was further enhanced when temperature was increased to 
373 K and 436 K for both structures. The fraction of native 
contacts showed a significant decrease only at 436 K for 
the two proteins.

PCA showed that the unknotted protein had access to 
a more varied set of conformations, which may show less 
resistance to conformational changes compared with the 
knotted protein. The DCCM data showed that the unknot-
ted protein underwent major changes in its movements 
(correlation and anti-correlation) related to the tempera-
ture changes, which suggests that it is prone to greater 
conformational variations, indicating less stability.

The data obtained corroborate other studies in the lit-
erature that linked greater stability to a knotted protein 
compared to the unknotted analog. Highlighted in this 
study, unlike what has been done before, was the use of 
structures without geometric modifications for comparison 
of the knotted protein structural dynamics.
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