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Dedico esta dissertagdo aos meus pais.



"(..))

O alargamento nos singulares ultimos cem anos das multiplas
ramificagcbes do conhecimento, tanto em extensdo quanto em profundidade,
confrontou-nos com um dilema dificil. Sentimos claramente que s6 agora
comegamos a adquirir material confiavel para reunir tudo o que se sabe em
uma so totalidade. Mas, por outro lado, tornou-se quase impossivel para
uma s0 mente dominar por completo mais que uma pequena porcao
especializada desse conhecimento.

N&o vejo outra saida para esse dilema alem de alguns de nos nos
aventurarmos a embarcar numa sintese de fatos e teorias, ainda que
munidos de conhecimento incompleto e de segunda méo sobre alguns deles,

e sob o risco de parecermos tolos.

(..)"

Erwin Schrédinger- trecho extraido

do preféacio do livro "O que € vida?".
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Resumo

Os prions sdo proteinas que causam um grupo de doencas neurodegenerativas
invariavelmente fatais, sendo uma das mais conhecidas a encefalopatia espongiforme bovina
(ou doenca da vaca louca). A proteina prion celular (PrP°), rica em estrutura a-helicoidal,
sofre uma mudanca na sua estrutura secundaria produzindo a proteina patoldgica (PrP*"; o
prion) na qual prevalecem folhas-p. Devido a falta de dados de estruturais de alta resolugdo
dos prions, simulaces de DM podem ser particularmente Uteis para estudar o redobramento
de PrP. Estudos experimentais e computacionais, descritos na literatura, indicam que a
utilizacdo de pH écido é capaz de criar alguma instabilidade estrutural, produzindo um ganho
de estrutura-P na regido N-terminal antes desestruturada.

Este trabalho se propde a investigar computacionalmente as mudancas estruturais na
proteina prion celular do hamster Sirio induzidas por alteracdo de pH. Para isso, foi avaliada a
influéncia do uso de diferentes campos de forca (GROMOS, AMBER e OPLS), diferentes
estados de protonacdo dos residuos de histidina, diferentes condicdes iniciais e diferentes
métodos de calculo de interacdes eletrostaticas de longo alcance (GRF e SPME). A partir da
evolucdo temporal das estruturas secundarias, foi observada uma forte dependéncia dos
resultados com o uso de diferentes parametros de simulagcdo. De fato, a tendéncia de pH
descrita na literatura ndo foi claramente observada neste trabalho. Isso pode estar associado
com a necessidade de se investir mais em multiplas simulaces de dindmica molecular para
quantificar com maior precisdo o comportamento estrutural dos fragmentos protéicos em cada

pH de estudo.

Palavras-chave: Prion; Simulacdes de Dinamica Molecular; Campos de forca; pH;

Interaces eletrostaticas de longo alcance.
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Abstract

Prions are proteins that cause a group of invariably fatal neurodegenerative diseases,
one of the most known being bovine spongiform encephalopathy (or mad cow disease). The
cellular prion protein (PrP), rich in a-helical structure, undergoes a change in its secondary
structure producing the pathological protein (PrP*, the prion) in which B-sheet structure
prevails. Because of the lack of high-resolution prion structural data, MD simulations can be
particularly useful to study PrP misfolding. Experimental and computational studies,
described in literature, indicate that the use of low pH is capable to create some structural
instability, producing a gain of B-structure content in the otherwise unstructured N-terminal
region.

This work aims to investigate computationally structural changes in the cellular prion
protein of Syrian hamster induced by pH change. For this, we evaluated the influence of
different force fields (GROMOS, AMBER and OPLS), different protonation states of
histidine residues, different initial conditions and different methods for calculating long-
range electrostatic interactions (GRF and SPME). From the time evolution of the secondary
structures, we observed a strong dependence on the simulation parameters. In fact, the pH
tendency described in literature was not clearly observed in this work. It may be associated
with the need to invest more in multiple molecular dynamics simulations to quantify more

accurately the structural behavior of the protein fragments in each pH study.

Key-words: Prion; Molecular Dynamics Simulations; Force fields; pH; Long-range

electrostatics.
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1. INTRODUCAO



1.1 PRIONS
1.1.1 A Historia dos Prions

Apesar de existirem relatos das doencas pridnicas datados do Império Romano, a
primeira descricdo dessas doencas remonta ao século XVII®, na Europa. Mais
especificamente, foi descrita pela primeira vez em 1755, na Gra-Bretanha, em um relatério
publicado no Diario das Camaras. Essa doenca, entdo denominada de doenca das tremuras,
afetava pequenos ruminantes, principalmente os ovinos e, mais raramente, 0s caprinos. A
baixa ocorréncia dessa doenca tornava-a alvo de importancia econdmica e sanitaria
secundaria, tendo sido, por isso, praticamente esquecida por quase 200 anos.®

Discussfes sobre o assunto ressurgiram em 1936, quando dois investigadores da
escola veterinaria de Toulouse, Cuillé, J. e Chelle, P-L. demonstraram que a doenca das
tremuras era transmissivel entre carneiros e que era veiculada por um agente infeccioso ndo
convencional. Esses mesmos pesquisadores mostraram que era impossivel detectar a particula
patogénica antes do surgimento dos primeiros sinais clinicos e que a evolucéo da doenca era
acompanhada por longos periodos de incubacéo, que podiam chegar a anos. Com isso, surgiu
pela primeira vez a nogao de “virus lento”. Com a eclosdo da Segunda Guerra Mundial e a
morte prematura de Chelle os avangcos nessas pesquisas foram barrados e cairam no
esquecimento.®

Em 1950, o veterinario Bjorn Sigurdsson, de Reiquejavique, retomou o trabalho dos
investigadores franceses. Analisando amostras de cérebro de carneiros infectados, Sigurdsson
constatou longos tempos de incubacéo, resisténcia a tratamentos fisico-quimicos e, inclusive,
tamanhos de particulas infecciosas incomuns aos virus classicos. Com base nessas analises
classificou esta patologia de doenga viral de “virus lento”. Anos mais tarde, o veterinario
americano, William Hadlow, espantou-se com as semelhancas clinicas e anatomopatolégicas
entre essa doenca ovina e uma patologia humana conhecida como Kuru.®

Kuru, que significa arrepio, é a denominacdo dada a uma desordem neuroldgica que
atingiu aldeias indigenas da Tribo dos montes Fore, na Papua-Nova Guiné (ver Figura 1). Esta
doenca atingia cerca de 10% da populacdo das aldeias e caracterizava-se por movimentos
oculares anormais, tremores e deméncia. No estagio terminal da doenca, o individuo ficava
deficiente, sendo incapaz de gesticular ou engolir. Em 1955, o Dr. Vincent Zigas,
impressionado pela alta incidéncia destas perturbacBes neuroldgicas afetando aldeias

indigenas, alertou as autoridades australianas. Em 1957, acompanhado pelo microbidlogo e



pediatra americano Carleton Gajdusek, Zigas estudou os casos clinicos de centenas de

mulheres e criancas afetadas pela estranha doenca, nas tribos da Nova Guiné.®

Figura 1: A imagem mostra quatro mulheres afetadas com uma forma avangada de kuru,
necessitando de estacas de madeira para se manterem de pé. As trés meninas sentadas também

est&o afetadas pela doenca.®

Através de seus estudos, Zigas e Gajdusek constataram que a ocorréncia da doenca se
devia a praticas de canibalismo adotadas pelas tribos. Em tais praticas, aos homens eram
reservados 0s musculos, simbolo de forca e virilidade, e as mulheres e criancas cabiam o
cérebro e as visceras. Os resultados desses estudos foram publicados por Zigas e Gajdusek,
jogando luz as questdes neuropatolégicas e epidemioldgicas desta doenca.”” Assim que as
praticas de canibalismo foram proibidas, a ocorréncia de Kuru caiu exponencialmente. No
entanto, a doenca matou cerca de trés mil individuos em uma populacdo de,
aproximadamente, trinta e cinco mil indigenas da Papua Nova-Guiné.?

Os estudos de Gajdusek chamaram a atencdo de Hadlow, que reconheceu
caracteristicas comuns entre a doenca das tremuras e o Kuru.® No entanto, foi o grupo de
Gajdusek que deu provas quanto a semelhanca das duas doencas. Gajdusek convencido da
semelhanca entre essas doencas, dedicou seu tempo a experimentos de inoculacdo de tecidos
cerebrais de pacientes mortos por Kuru em cérebros de macacos. Apos longos periodos de
incubacdo, os macacos eram afetados pela encefalopatia espongiforme proveniente de
humanos. Estes resultados foram publicados em 1966 na revista Nature®, conduzindo a
comunidade cientifica da época a apoiar a descoberta da primeira doenca humana causada por

um virus lento.?®



O grupo de Gajdusek deu, no ano de 1968, outra grande contribuigdo ao estudo das
doencas neurodegenerativas ao, instigados pelas semelhangas entre o Kuru e a doenga de
Creutzfeldt-Jakob (conhecida desde 1921), inocular cérebros de macacos com a doenga de
Creutzfeldt-Jakob, mostrando assim a ruptura de barreira entre espécies.” Tais descobertas de
transmissibilidade de doencas neuroldgicas, rendeu a Gajdusek o Prémio Nobel de Medicina
em 1976.?

Neste momento, ainda ndo se tinha conhecimento da natureza do agente patogénico
causador destas doencas. Partindo do pressuposto de se tratar de um agente viral, um grupo
liderado por Thykave Alper no Hospital Hammersmith, em Londres, empregou metodologias
fisicas, mais especificamente a irradiacdo, para estimar o tamanho da particula infecciosa. Os
resultados apontaram para um agente patogénico de tamanho muito menor que o esperado
para um virus. Com o auxilio de um radiobiélogo francés, Raymond Latarjet, do Instituto
Curie, Alper verificou que a amostra infecciosa era sensivel a radiacbes de 280 nm,
correspondente ao pico de absorcéo de proteinas.®®

A essa altura, o fisico e matematico inglés J. S. Griffith ja havia proposto, em 1967,
um modelo tedrico, apresentando a hipotese de uma Unica proteina ser a causadora destas
doencas neurodegenerativas.*® Mas foram estudos experimentais posteriores, realizados por
um jovem entusiasta pesquisador, Stanley Prusiner, que, de fato, decifraram a natureza destas
particulas infecciosas.®

Stanley Prusiner, formado pela Faculdade de Medicina da Universidade da
Pensilvania, em 1968, comecou a se interessar pelas doencas neurodegenerativas quando fazia
residéncia em neurologia. Foi em 1972 que Prusiner teve seu primeiro contato com a CJD
(Doenca de Creutzfeldt-Jakob), acompanhando o caso de uma paciente sua que faleceu em
menos de 2 meses apds o inicio dos sintomas. Este contato impactante com os efeitos da
doenca inspirou Prusiner a iniciar uma empreitada para determinar a natureza das particulas
responsaveis por essas devastadoras doencas.“"

Inimeros foram os pesquisadores que falharam na dificil tarefa de extrair o agente
infeccioso a partir de cérebros de carneiros infectados. No entanto, Prusiner, impulsionado
pelo otimismo da juventude, realizou tal feito. Em 1981, Prusiner e seus colegas provaram
que a infectividade de amostras de cérebros de hamsters, inoculados com a doenca das
tremuras, dependia de uma proteina hidrofoba. Provaram, também, que as propriedades de
resisténcia do agente infeccioso correspondiam a de uma proteina e que o comportamento

quimico indicava que a amostra era desprovida de acidos nucléicos.® ** ¥ Neste contexto, foi



concebido o conceito de PRION (PRoteinaceous Infectious ONly particle), sugerido pelo
grupo de Prusiner, ganhador do Prémio Nobel de Medicina em 1997.4%

Infelizmente, apos estes consideraveis avancos, o interesse dado as doengas pridnicas
voltou a cair, ressurgindo fortemente somente em 1985, quando se teve noticia de uma nova
doenca que afetava as manadas de bovinos britanicos. Um ano depois, veterinarios britanicos
identificaram a doenca como encefalopatia espongiforme bovina, também conhecida como
doenca da vaca louca. Estimativas oficiais apontam que, até o ano 2000, cerca de 185 mil
bovinos sucumbiram a doenca, sendo que nas primeiras semanas morreram em torno de mil
animais por semana.®)

Investigacdes epidemioldgicas mostraram que a fonte de contaminacdo provinha de
farinhas suplementares adicionadas na alimentacdo dos bovinos. Estas farinhas eram
produzidas a partir de carcacgas e restos de carnes, oriundas de matadouros, notadamente, de
carneiros. Em 1988 o governo de Margareth Thatcher interditou o uso de farinhas animais.
No entanto, os fabricantes das farinhas obtiveram um prazo de cinco semanas para escoar seus
estoques. Nesse periodo, cerca de centenas de animais continuaram a ser infectados por dia.®

Em 1995 artigos cientificos foram publicados relatando a existéncia de uma forma
atipica da doenca de Creutzfeldt-Jakob, que afetava pessoas com menos de 30 anos.™ Um
ano depois, foram publicados artigos sugerindo que prions bovinos poderiam ter sido
transmitidos & espécie humana.“ ' Estes e outros estudos repercutiram no quadro
econémico europeu, fazendo com que no ano 2000, mais de 4 milhdes de bovinos tenham
sido sacrificados, o que representou um custo de 6,8 bilhdes de euros ao Reino Unido,

causando uma crise no setor pecuério deste pais.®
1.1.2 Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

O termo “prions” ¢ empregado para designar proteinas infecciosas que causam um
grupo de doencas neurodegenerativas invariavelmente fatais.*” Este grupo de doencas,
caracterizado por desencadear no ceérebro um aspecto esponjoso, € classificado de
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (TSEs, da sigla em inglés).®

Na década de 90, estudos revelaram que a mesma proteina encontrada em animais
doentes também estava presente em animais sadios. A esta proteina (encontrada
principalmente nos neurdnios), natural no organismo de mamiferos, se deu o nome de

“proteina prion celular”.*? Mais tarde, foi mostrado que ambas, a proteina natural e a



patoldgica, possuiam a mesma sequéncia de aminoécidos, diferindo somente em suas
estruturas secundarias e terciarias. %1% *"

As doencas pridnicas (designacao usada para agrupar as doencas que possuem o prion
como agente causal em comum)™Y atingem animais e humanos. Nos animais as formas mais
conhecidas sdo: o scrapie (ou doenca das tremuras), que atinge ovelhas e cabras, e a
encefalopatia espongiforme bovina (sigla, EEB) ou doenca da vaca louca. Menos conhecidas,
outras formas dessas encefalopatias ja foram verificadas em animais em cativeiro (grandes
felinos, ruminantes e primatas), em cervos, em antilopes selvagens, em minks (da familia dos
mustelideos) e até mesmo em gatos domésticos.

Nos seres humanos estas encefalopatias incluem o Kuru, a doenga de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (sigla, GSS), a insonia familiar fatal (sigla, FFI), a doenca de
Creutzfeldt-Jakob (sigla em inglés, CJD) que atinge pessoas entre 50 e 60 anos e a nova
variante da doenca de Creutzfeldt-Jakob (sigla, vCJD) que atinge jovens de 30 anos.®
Existem evidéncias de que a vCJID é causada pelo agente da encefalopatia espongiforme
bovina e acredita-se que a transmissdo aos humanos ocorreu por via alimentar atraves da
ingest&o de carne de animais infectados pela EEB.""

Sé&o conhecidas trés formas de doencas pridnicas em humanos: hereditaria, esporadica
(de origem desconhecida) e transmissivel™ * 9 A forma transmissivel corresponde a 5%,
enquanto a hereditaria é responsavel por 15% dos casos registrados de portadores dessas
doencas."?

Além das praticas de canibalismo que propagaram a disseminacdo do Kuru em aldeias
indigenas, outras fontes foram importantes na transmissibilidade das doencas pridnicas na
espécie humana. Entre elas merecem destaque as causadas por procedimentos médicos, tais
como transplante de orgdos (em especial, dura-mater), o uso de derivados hormonais
preparados a partir de material humano (destacando-se o tratamento de criangas com
horménio do crescimento) e material cirtirgico (em especial para cirurgias no cérebro).®”

Atualmente, o risco de transmissdo via tratamento com horménio do crescimento foi
eliminado, uma vez que agora esse horménio é produzido em bactérias. Da mesma forma, as
metodologias de esterilizacdo e reutilizacdo de materiais cirdrgicos, empregados em biopsias
de tecido cerebral contaminado por prions, foram aperfeicoadas.®® A poucos anos, visando
evitar a propagacdo destas doencas, a Organizacdo Mundial da Saude divulgou normas rigidas
nesse sentido. Estas normas também encontram-se disponiveis na pagina do Ministério da

Saude brasileiro.??



As doengas por prions hereditarias sdo causadas por mutacdes no gene Prnp. Este
gene, localizado no cromossomo 20, € o responsavel pela producdo da proteina prion celular
presente no organismo humano. MutacOes neste gene desencadeiam a producdo de uma
proteina defeituosa (o prion). Além disso, como a alteracdo esta impressa no DNA, terd 50%
de chances de ser transmitida aos descendentes do portador da mutacdo. As formas

hereditarias humanas mais conhecidas das doencas pridnicas séo: GSS e CJD.®
1.1.3 PrP® x Prp*©

A distincéo entre as isoformas de PrP foi feita através de dois critérios: a solubilidade
em detergentes e a resisténcia as proteases. Assim, a proteina prion celular, sensivel as
proteases e sollvel em detergentes, foi designada PrP-sen (-sen de sensivel). Ja a proteina
patologica (prion), insolivel em detergentes e com alta resisténcia as proteases, foi
denominada PrP-res (-res de resistente)*®. Mais comumente, denomina-se a isoforma normal
da proteina prion celular de PrP® (¢ = celular) e a isoforma anormal de PrP* (Sc = scrapie;
com referéncia & primeira das doencas prionicas identificadas em animais)® 22.

PrP® é definida como uma sialoglicoproteina de membrana ancorada via
glicosilfosfatidilinositol (GP1), de distribuicdo ubiqua®, de forma que embora PrP° seja
altamente expressa no sistema nervoso central, também pode ser encontrada em componentes
do sistema imune (medula dssea, células sanguineas e oOrgdos linféides) e, em menor
quantidade, nos rins, musculos, trato gastrointestinal, figado, pulmao, coracao e nas glandulas
mamarias@ 24 2),

A sequéncia primaria da proteina prion celular possui cerca de 250 aminoacidos
(dependendo da espécie) e sua massa molecular varia entre 18-33 KDa de acordo com o seu
nivel de glicosilagdo (mono, di ou ndo-glicosilada).®® 2 E possivel identificar varios
dominios distintos em PrP, sendo que na regido N-terminal tem-se um peptideo sinal (de 22
aminodcidos), 4 cdpias completas de uma sequéncia de octapeptideos repetidos (OR), ricos
em prolina e glicina, e uma copia incompleta, além de um segmento hidrofobico entre os
residuos 112 e 145 que possui um sitio para a clivagem da proteina durante seu metabolismo.
A regido ocupada pelos octapeptideos repetidos de sequéncia completa (residuos 51-90) é
capaz de se coordenar preferencialmente a ions cobre e essa ligacdo esta relacionada a
atividade antioxidante de PrP.?”) Na regido C-terminal, os residuos de cisteina, 178 e 213,
realizam um ligacdo de dissulfeto (conferindo estabilidade a estrutura) e o0s residuos de

asparagina, 180 e 196, sdo possiveis sitios de glicosilacdo para PrP®. Adicionalmente, um



peptideo (de 23 amino&cidos) sinalizador para ancora de GPI encontra-se na regido C-

terminal, conforme se observa na Figura 2, a seguir.?”
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Figura 2: Estrutura primaria da proteina PrP€ de camundongo (adaptado de Brown, 2001). "

O precursor de PrP® é enviado ao reticulo endoplasmatico, onde ocorre a clivagem dos
peptideos N- e C-terminal, permitindo a adicdo da ancora de GPI (residuos 121-231)® nesta
altima regido. A proteina €, entdo, direcionada para o complexo de Golgi no qual sofre
glicosilacdo dos residuos 180 e 196, adicdo de acido sialico nas cadeias oligossacaridicas e a
formacdo da Unica ponte dissulfeto da estrutura (entre os aminoacidos 178 e 213). Dessa
forma, € gerada a proteina madura com conformacdo adequada que sera direcionada a
membrana plasmatica.®”

Em relacdo a estrutura terciaria, andlises de RMN para fragmentos da proteina prion
celular (residuos 121-231) de hamsters®™”, ratos®?, bois®” e humanos®® permitiram a
obtencdo de estruturas de alta resolucdo para PrP®.®? Os resultados apontaram para uma
conservagdo de estrutura secundaria nas diferentes espécies de mamiferos analisadas.® O
que era esperado considerando que essas sequéncias exibem identidade de sequéncia superior
a 90%.° Dessa forma, foi possivel identificar em PrP® uma regido N-terminal (residuos 23-
124) desordenada, altamente flexivel™ 3* 3 e uma regido C-terminal (residuos 125-231)
composta de 3 a-hélices e uma folha beta anti-paralela adjacente a primeira a-hélice.®®

Estudos de espectroscopia Otica foram realizados comparando as duas isoformas de
PrP. Através de anlises de infravermelho com transformada de Fourier (sigla em inglés —
FTIR) e dicroismo circular (CD) foi encontrada uma diferenga notavel no contetido de
estrutura secundaria destas isoformas. PrP apresentou baixo contetido de folhas-p (em torno

de 3 %) e alto contetido de o-hélices (cerca de 40%). Enquanto PrP® mostrou ser composta



de 17-30 % de o-hélices e 43-54% de folhas-p.™* *” A Figura 3 apresenta uma comparacdo

entre as estruturas tridimensionais de PrP¢ e PrpSc.G"

Isoforma Patoldgica
(especulada), PrPsc ¢

Isoforma Normal, PrP¢

Figura 3: Diferencas esquematicas entre as estruturas terciarias de PrP® (predita por RMN) e
Prps (isoforma especulada do prion humano) (adaptado de

http:/www.stanford.edu/group/virus/prion/prion2.html). 7

No que diz respeito a estrutura de PrP*°, esta é desconhecida, uma vez que ainda néo
foi possivel purificar suficientemente amostras de material infeccioso para a obtencdo de
dados estruturais de alta resolugdo. Tentativas de purificar PrP>°, obtida de amostras de
cérebro de animais infectados por prion, resultaram em misturas heterogéneas e estados de
agregacao ndo-propicios para a caracterizacdo via técnicas de RMN e raios-X. Como
alternativa, foram empregadas técnicas de baixa resolucdo, como microscopia eletrénica, com

0 intuito de estabelecer caracteristicas dos agregados de prions. ¢ 3238
1.2 HIPOTESE DE |NDUQAO CONFORMACIONAL

Existem duas teorias para explicar o mecanismo de neurodegeneracdo das doencas
pridnicas: a teoria de ganho de funcdo de PrP*° e a teoria de perda de funcdo de PrP°.
Atualmente, existem evidéncias experimentais que suportam ambas as teorias, mas nenhuma
foi definitivamente comprovada. Ao que se sabe estas teorias ndo sdo mutuamente
exclusivas. @39

No que diz respeito a forma de propagacdo da doenca no organismo, a ideia mais
aceita atualmente baseia-se na hipdtese de inducdo conformacional. Segundo esta hipotese, a

proteina alterada, PrP*¢, induz a mudanca de conformacdo da proteina normal, PrP®. Este



processo implica na conversdao de porgdes a-helicoidais a folhas-p. Assim, neste processo
auto-catalitico, proteinas alteradas seguem convertendo proteinas normais. Estas proteinas
alteradas, por sua vez, formam pequenos agregados ou protofibrilas que precipitam nas
células cerebrais, dando ao cérebro uma aparéncia esponjosa.®® 4%

Embora os sistemas de conversdo in vitro reproduzam em parte o processo de
propagacdo dos prions (explicando questbes como a especificidade entre espécies), mostra-se
pouco eficaz na producéo de PrP*°, requerendo um execesso (cerca de 50 vezes) de PrP>® em
relacdo & PrP°. Esta condicdo é justamente oposta & observada em sistemas in vivo.“% *?
Além do mais, PrP* gerado in vitro ndo apresenta infectividade.*" *? Portanto, a
possibilidade de co-fatores celulares participarem do processo de conversdo ndo pode ser
descartada.“? Estudos feitos por James e colaboradores sugerem que neste processo de
transicdo conformacional haveria o envolvimento de uma chaperona molecular (proteina
acompanhante) que formaria um complexo com o intermediario metaestavel PrP*,
diminuindo a barreira de energia de ativacdo entre PrP© e PrP*’, facilitando assim a formagéo
da proteina alterada (Prp%°).(83

A hipotese de inducdo conformacional tem um carater revolucionario, pois rompe com
ideia aceita, até entdo, em biologia molecular de que somente virus e bactérias (por conterem
material genético) poderiam desencadear doencas infecciosas. Assim, 0s prions abrem um
precedente na histdria das ciéncias biologicas, por se tratar do uUnico grupo de doengas capaz

de assumir carater tanto infeccioso como hereditario.% 149

1.3 MODELAGEM COMPUTACIONAL

Modificando-se as condicdes do ambiente in vitro, PrP® sofre conversdo a PrP*°. Esta
conversao in vitro pode ser observada em ambiente redutor e em pH acido. Estes mondmeros
de PrP* acabam formando estruturas fibrilares estaveis, resistentes a proteases, que Se
assemelham a agregados e placas amildides. Este mecanismo descrito in vitro possui
relevancia in vivo devido aos ciclos de endocitose a que a proteina PrP® esta sujeita na
presenca de cobre (sendo que essa via transita pelo reticulo endoplasmético).® 4548

Ao ciclar constitutivamente entre a superficie celular e compartimentos endociticos, a
proteina PrP® é submetida a ambientes com diferentes valores de pH. Na superficie celular a
PrP® é submetida a um pH neutro, enquanto em ambiente endocitico vivencia um pH mais

baixo (em torno de 5,0, mas podendo chegar a 4,3). Desta forma, tentar compreender a
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influéncia do pH na transi¢do conformacional de proteina normal a infecciosa pode levar a
compreensdo de onde exatamente ocorre essa conversdo estrutural. 45 40)

Estudos experimentais de influéncia do pH na mudanga conformacional foram
realizados com formas de PrP® de humanos e murines. Os resultados apontaram para a perda
de hélices e ganho de estrutura B na regido de pH 4,4-6.¢> ** %®) Baseados nesses resultados e
considerando a falta de dados estruturais disponiveis da proteina alterada, DeMarco e Daggett
propuseram um modelo protofibrila in silico: o modelo espiral.®?

A unidade estrutural bésica, a proteina alterada, utilizada para a formacdo deste
modelo protofibrila foi produzida por Alonso e colaboradores®® via simulacdes de dinamica
molecular (DM) utilizando o campo de forcas ENCAD.“” Para tanto, foi utilizado o
fragmento (residuos 109-219) de PrP® do hamster Sirio (resolvido por RMN)“® depositado
no banco de dados do “Protein Data Bank” (PDB). Os residuos His, Glu e Asp desta proteina
foram protonados (promovendo um pH &cido) e a estrutura resultante foi utilizada como
ponto de partida para uma simulacdo de 10 ns.®® A estrutura correspondente ao tempo de 8
ns foi usada como unidade basica para a formacéo do modelo protofibrila.®?

Alonso e colaboradores® realizaram também uma simulacido de DM, por 10 ns, em
meio neutro (com os residuos Asp e Glu carregados e com o residuo de His neutro) para o
mesmo fragmento de PrP® do hamster Sirio. Com isto, foram analisadas as diferencas de
estrutura secundaria da proteina devido a influéncia do pH do sistema. De fato, verificou-se
que a simulacdo em pH &cido promoveu o aumento de folhas-p na regido N-terminal,
enquanto a simulacdo em pH neutro ndo promoveu nenhuma alteracdo estrutural
significativa.®®

De maneira geral, a caracterizacdo de propriedades conformacionais de proteinas em
nivel atdmico é um grande desafio e torna-se particularmente dificil quando trata-se do
processo de conversdo PrP® > PrP*. Neste contexto, as simulagdes computacionais via DM
apresentam-se como uma alternativa viavel para este tipo de investigagdo.®

A dindmica molecular ¢ uma técnica computacional na qual sdo determinados 0s
movimentos das particulas de um sistema, conhecendo-se o potencial de interacdo entre as
particulas e as equacdes que regem seu movimento. Com isto, é possivel estudar a evolugédo
temporal das configuracdes dos constituintes do sistema. Partindo das sequéncias de posicdes
geradas, sdo determinadas as propriedades macroscopicas do sistema, respeitando 0s
principios fundamentais de Mecanica Estatistica.*®

A metodologia DM é uma ferramenta para o estudo de sistemas nos quais os efeitos de

temperatura devem ser considerados.®® Como o processo de conversio PrP¢ > PrP é
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associado com substancial alteracdo conformacional e ndo envolve rea¢fes quimicas, é ideal
para ser investigado por simula¢bes DM.

O presente trabalho tem o objetivo de realizar estudos de influéncia de pH no processo
de conversdo estrutural da proteina prion celular empregando simulagdes de dindmica
molecular. Para isso serd investigado o uso de diferentes pardmetros de simulacdo e sua

influéncia nos resultados das simulacées.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA



2.1 PROTEINAS

Proteinas sdo polimeros lineares feitos de unidades monoméricas denominadas
aminoacidos, que se unem ponta a ponta,“*® e sdo as macromoléculas mais abundantes das
células. De fato, milhares de diferentes tipos de proteinas podem ser encontradas em uma
Gnica célula.®® Praticamente todas as transformacdes moleculares que definem o
metabolismo celular sdo mediadas pela catalise protéica, o que coloca as proteinas no centro
de acdo dos processos bioldgicos.®?

A impressionante versatilidade das proteinas nos sistemas vivos Ihes conferem uma
gama de fungdes (dindmicas e estruturais) cruciais em essencialmente todos 0s processos
bioldgicos. Essas macromoléculas estdo presentes no organismo de seres vivos como
catalisadores, hormonios, anticorpos, transportadores, fibras musculares e antibioticos. As
proteinas tambeém podem fornecer apoio mecanico e protecdo imunitaria, transmitir impulsos

nervosos e controlar o crescimento e a diferenciacéo celular.“® 9

2.1.1 Aminoacidos: blocos fundamentais de construcéo das proteinas

Os aminoacidos sdo as unidades estruturais fundamentais das proteinas. Varios
aminodacidos estdo entre 0s compostos organicos que, acredita-se, sugiram nos primérdios da
historia da Terra. Assim, como moléculas antigas e ubiquas, os aminoacidos foram captados
pela evolucdo para uma variedade de propdsitos nos sistemas vivos. % >V

Existem 20 aminoacidos comuns, que sdo aqueles para os quais existe pelo menos um

cddon no cddigo genético, denominados de a-aminoacidos por serem ligados a um grupo

amino primario —NH,. A Unica excecdo € a prolina, que possui um grupo amino secundario
(50, 51, 52)

(-NH-), mas por questdo de uniformidade também ¢é referida como um a-aminoéacido.

(|JOO‘
H3ﬂ1—(|J—H
R
a) b) c)

Figura 4: a) Estrutura geral de um a-aminoacido; % b) Isoémeros L ¢ D dos a-aminoacidos;
¢) Configuragdo S, que prevalece nos a-aminoacidos L (com excecédo da glicina que é aquiral)
encontrados em proteinas, na qual ocorre um giro de sentido anti-horario (do substituinte de

maior prioridade para o de menor prioridade).“*
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Os a-amino&cidos sdo constituidos de um atomo central de carbono (o carbono-o)
ligado a um grupo amino (ou a-amino), um grupo carboxil (ou a-carboxil), um &omo de
hidrogénio e um grupamento R diferenciado que corresponde a cadeia lateral. Em solucéo em
pH neutro, 0s aminoacidos comuns ocorrem predominantemente na forma de ions dipolares
(denominados zwitterions), com a amina protonada (-NHs") e a carboxila desprotonada
(-CO0"), como mostrado na Figura 4a. Em fungdo da presenca de quatro grupamentos
diferentes conectados ao carbono-a tetraédrico, os a-aminoéacidos (com exce¢do da glicina,
cujo grupo R é um atomo de hidrogénio) sdo quirais. Isto é, podem existir na forma de
isomeros L e D, que s&o imagens especulares um do outro (Figura 4b).“% 0

Na construcdo das proteinas sdo empregados somente 0s aminodcidos L, que na
grande maioria dos casos possui uma configuracdo absoluta S (Figura 4c). Ndo ha uma
explicacdo satisfatoria para que prevaleca o isdbmero L nos aminoacidos. Porém, parece
plausivel que a selecdo de L tenha sido arbitraria e, uma vez feita, foi fixada nos primordios
da histéria evolutiva.“® %%

Conhecer as propriedades quimicas dos aminoacidos é fundamental para entender sua
bioguimica. Os aminoé&cidos diferem uns dos outros em suas cadeias laterais (ou grupos R), as
quais variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, e influenciam a solubilidade dos
aminoacidos em agua. Desta forma, € possivel agrupar os aminoacidos em cinco classes
principais com base nas propriedades de seus grupos R, em particular, suas polaridades ou
tendéncias a interagir com agua em pH fisiolégico (proximo ao pH 7). Essas cinco classes
sdo: grupos R apolares (alifaticos), aromaticos, polares ndo-carregados, carregados
positivamente (ou bésicos) e carregados negativamente (ou acidos).®”

A partir da curva de titulacdo acido-base (que representa a adicdo ou a remocao
gradual de protons) para cada um dos 20 aminoacidos sdo obtidos os valores de pK, dos
grupos a-amino e o-carboxilico, além do pK, de grupos ionizaveis das cadeias laterais
(presentes em alguns aminoacidos).®?

A Figura 5 apresenta a curva de titulacdo para o aminoacido histidina, cujos trés
grupos ionizaveis sdo titulados com uma base forte (NaOH). O grafico possui trés estagios
distintos que correspondem a desprotonacdo dos trés grupos diferentes na histidina. O grupo
a-carboxilico possui um pK; de 1,82, que corresponde ao valor do seu primeiro ponto de
inflexdo. Conforme a titulacdo prossegue outros pontos de inflexdo sdo alcangados em pH 6,0
e 9,17 correspondendo, respectivamente, aos pK, do grupo ionizavel da cadeia lateral e do

grupo a-amino. ¥
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Figura 5: Curva de titulagdo, indicando os valores de pK, dos grupos a-amino e a-carboxilico

e 0 pK, do grupo ionizavel da cadeia lateral para o aminoécido histidina.®®

O ponto isoelétrico (pl) corresponde ao pH no qual a carga elétrica liquida de um
aminodacido qualquer € zero. Para a histidina, o pl (igual a 7,59) reflete a natureza do grupo R
ionizavel e o seu valor equivale a media dos valores de pK; dos grupos a-amino e imidazol
(que contribuem com uma carga liquida de +1 contrabalanceando a carga -1 devida ao grupo
a-carboxilico desprotonado). Assim, pela Figura 5 € facil ver que em qualquer pH acima de
seu pl, a histidina tera uma carga liquida negativa (0 mesmo raciocinio é valido para os
demais aminoacidos) e em qualquer pH abaixo do seu pl, possui uma carga liquida
positiva.®”

Para os 20 aminoacidos comuns, os valores dos pK, dos grupos a-carboxilicos (pKj)
situam-se em uma pequena faixa em torno de 2,2, ao passo que os valores de pK, dos grupos
a-amino (pKy) estdo proximos de 9,4. A tabela no ANEXO Al, apresenta os valores de pKa e
pl, entre outras propriedades para cada um dos 20 aminoacidos comuns.®"

No que diz respeito a nomenclatura, os aminoacidos comuns sdo designados com
abreviacOes de 3 letras e simbolos de 1 letra. Este ultimo cddigo € universalmente aceito e foi
proposto por Margareth O. Dayhoff (1925-1983; considerada por muitos como a fundadora da
bioinformética) como tentativa de reduzir o tamanho dos arquivos de dados usados para

descrever sequéncias de aminoacidos.®”
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2.1.2 Classificacdo Estrutural de Proteinas

Polimeros compostos de 2, 3, alguns (3-10) e muitos aminoacidos sdo conhecidos,
respectivamente, como dipeptideos, tripeptideos, oligopeptideos e polipeptideos. Apds
incorporados a um peptideo, os aminoacidos individuais sdo chamados de residuos de
aminoacidos. A proteina com a maior cadeia polipeptidica de que se tem conhecimento € a
tinina (presente nas fibras musculares), com 29.926 residuos.®?

Atualmente, conhecem-se as sequéncias completas de aminoacidos de mais de 20.000
proteinas. Do mesmo modo que todas as moléculas poliméricas, as proteinas podem ser
descritas em termos de niveis de organizacdo estrutural, sendo eles: estrutura primaria,
estrutura secundaria, estrutura terciaria e estrutura quaternaria. Os préximos subcapitulos séo

destinados a explicar a esséncia dessa classificagdo estrutural. >V

2.1.2.1 Estrutura Primaria

A estrutura primaria de uma proteina consiste da sequéncia de aminoacidos da sua
cadeia polipeptidica (ou cadeias, no caso de ser constituida por mais de uma). Os residuos de
aminoacido dessa cadeia sdo unidos covalentemente por ligacdes peptidicas (Figura 6a)
significativamente estaveis, com uma meia vida (t12) média de cerca de 7 anos sob a maioria
das condic@es intracelulares. A estrutura priméaria (Figura 6b) também inclui a localizacéo de

ligacdes dissulfeto na cadeia polipeptidica.®® %! %2

i 1T
H;ﬁ—CH—ﬁ—OH +H—N—CH—CO00"
L
o E
[ Gly |
H.0 H.0 [Gly |
Ir T Tz Val
Hj-CH-ﬁ-N—CH—CQO‘ [Ala ]
o | His |
a) Formacdo da ligacgéo peptidica; b) Estrutura primaria.

Figura 6: a) A formacdo da ligacdo peptidica (destacada em amarelo) ocorre através de uma
reacdo de condensagdo entre o grupo a-carboxila de um aminoacido e o grupo a-amino de
outro aminoacido, com a consequente liberacdo de uma molécula de agua; b) Representacédo
da estrutura primaria de um fragmento protéico empregando o cddigo de 3 letras para cada

aminoéacido.®?
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A posicdo que um aminoéacido ocupa na cadeia polipeptidica de uma proteina
influencia as propriedades dessa, uma vez que cada um dos 20 aminoécidos comuns possui

propriedades fisicas e quimicas singulares.®"

2.1.2.2 Estrutura Tridimensional

A descricdo da estrutura tridimensional de uma proteina € dada por niveis mais altos
de organizacdo estrutural (secundario, terciario e quaternario) que serdo apresentados mais
adiante neste texto. Mas antes de estudar estas estruturas, € importante revisar as propriedades
geométricas dos grupos peptidicos que sdo base para todos os niveis estruturais superiores.®"

O grupo peptidico de um polipeptideo possui uma estrutura planar rigida, ou seja, as
ligagdes peptidicas sdo essencialmente planas. Isto ocorre, pois a ligacdo peptidica tem um
consideravel carater de dupla ligacdo, o que impede que ocorra uma rotacao em torno dela. A
distancia C-N em uma ligacdo peptidica é de 1,324, que esta entre os valores esperados para
uma ligacdo C-N simples (1,49A) e para uma ligacdo dupla C=N (1,27A), conforme

apresentado na Figura 7.“%5V

Figura 7: Esquema representando a configuracdo trans dos aminoécidos num fragmento

polipeptidico, com os angulos ¢ e ¥ indicados, assim como 0s comprimentos de ligacéo

caracteristicos das ligaces peptidicas.®”

Uma ligacdo peptidica pode ocorrer em uma conformacdo trans, na qual os dois
carbonos-a estdo em lados opostos da ligagdo peptidica, ou em uma conformacao cis, com 0s
dois carbonos-o. para 0 mesmo lado. Em proteinas, a conformagdo trans de ligacOes
peptidicas é mais favoravel e mais comum em relacdo a conformacdo cis. 1sso se deve ao
impedimento estereoquimico entre as cadeias laterais dos residuos adjacentes que decorre da

conformago cis. %5V
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2.1.2.2.1 Estrutura Secundaria:

A conformacdo de uma cadeia polipeptidica é descrita pelos angulos de torcdo em
torno das ligagdes C,-N (denominado de angulo phi, ¢) e C,-C (denominado de &ngulo psi,
¥), sendo C o carbono carbonilico. Certas combinacfes desses angulos produzem colisdes
estericas entre o oxigénio carbonilico, o hidrogénio amidico e as cadeias laterais (grupos R)
dos residuos de aminoacidos. Os valores permitidos das combinacgdes de ¢ e ¥ sdo definidos

por um gréafico bidimensional, denominado diagrama de Ramachandran.

A) Estruturas Secundarias Regulares: a-hélices e folhas-p

O termo estrutura secundaria se refere a qualquer segmento de uma cadeia
polipeptidica que possui um determinado arranjo espacial dos &tomos da cadeia principal, sem
considerar a relacdo deste com os demais segmentos da proteina.*® Duas estruturas
secundarias regulares de proteinas muito comuns e de facil reconhecimento séo as a-hélices e
as folhas-p (ou folhas-f pregueadas). Essa periodicidade, ou regularidade, se deve ao fato de
que essas estruturas possuem sequéncias de residuos com valores repetidos dos angulos
torcionais, ¢ ¢ ¥, e um padrdo regular de ligagdes de hidrogénio entre 0s grupos N-H e C=0

da cadeia polipeptidica.“*®->"

© Carbono
O Hidrogénio
© Oxigénio

,(i: /o © Nitrogénio C
o © GrupoR

Amino-terminal

LB
Carboxi-terminal
a) b)
Figura 8: a) Modelo de a-hélice, indicando as ligagdes de hidrogénio entre os grupos CO do

aminoécido (n) e NH do aminoacido (n+4) e o passo da hélice (5,4 A);®” b) representagéo

esquematica de uma a-hélice.®?
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A o-hélice (Figura 8) é o arranjo mais simples que a cadeia polipeptidica pode
assumir, dada a rigidez de suas ligacdes peptidicas. Esta estrutura é firmemente enrolada em
torno de um eixo imaginario (longitudinal em relagdo ao centro da hélice), de forma que as
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos do segmento sdo projetadas para fora. Uma a-
hélice assume tipicamente para os angulos phi e psi os valores de ® = -57° ¢ ¥ = -47°,
respectivamente.®® As ligacOes de hidrogénio da cadeia principal ocorrem entre o dtomo de
oxigénio do grupo C=0 de um residuo (n) e o &tomo de hidrogénio do grupo N-H de um
residuo (n+4), resultando em uma forte ligacdo de hidrogénio.

Em uma a-hélice, cada residuo de aminoacido relaciona-se com o seguinte por um
deslocamento (denominado translacdo) de 1,5 A ao longo do eixo da hélice e por uma rotago
de 100°. Como consequéncia disso, tem-se 3,6 residuos de aminoécidos por volta de hélice.
Desta forma, aminoacidos a 3 e 4 unidades de distancia estdo préximos um do outro em uma
a-hélice, enquanto aminoacidos afastados de duas unidades na sequéncia linear s&o
posicionados em lados opostos da helice (tornando improvavel a possibilidade de contato
entre eles). O passo de uma a-hélice é equivalente ao produto da translagdo (1,5 A) pelo
niimero de aminoécidos por volta (3,6), ou seja, é igual a 5,4 A.“% %Y

Folha B antiparalela

Vista Lateral

a) b)
Figura 9: Arranjos de folhas-B: a) paralela com um periodo (ou a distancia entre as cadeias
laterais de dois residuos de aminoacidos consecutivos de uma fita-p) caracteristico de 6,5 A;

b) antiparalela, com um perfodo de 7,0 A.®%

A folha-f, que lembra um conjunto de pregas, é outra estrutura secundaria muito
presente em proteinas e é composta por dois ou mais segmentos de cadeia polipeptidica

(denominados de fitas-p). Neste arranjo, as ligac6es de hidrogénio sdo formadas entre o0s
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segmentos adjacentes da cadeia polipeptidica, de forma que as cadeias laterais de amino&cidos
adjacentes na cadeia apontam em sentidos opostos. Estes segmentos ndo necessariamente
estdo proximos na sequéncia linear de aminoécidos da proteina.“® ** 3% Diferente da a-hélice,
uma fita-p ¢ quase que completamente estendida. A forma como as fitas-f se arranjam define
dois tipos de folhas-p: paralela ¢ antiparalela (Figura 9). No primeiro caso, as cadeias
polipeptidicas adjacentes se estendem no mesmo sentido e os valores ideais dos angulos
torcionais sdo @ = -119° ¢ ¥ = +113°. No segundo, as cadeias se estendem em sentidos

opostos e os angulos torcionais ideais correspondem a ® =-139°e ¥ =+135°. (49.50.51)
B) Estruturas Secundarias Irregulares: voltas e al¢cas

Segmentos de estruturas secundarias regulares, a-hélices e folhas-p, comumente sio
conectados por pedacos que mudam abruptamente de diregdo.®® Quase um terco dos residuos
de aminoacidos encontra-se em voltas ou alcas onde ocorrem a inversdo da cadeia
polipeptidica. As voltas B (f turns ou volta em forma de U) conectam as extremidades de dois
segmentos adjacentes de uma folha-p. Estas estruturas sdo bem comuns ¢ envolvem 4
residuos de aminoacidos em uma volta de 180° (onde uma ligacao de hidrogénio ocorre entre
0 oxigénio do grupo carbonilico do primeiro aminoacido e o hidrogénio do grupo amino do
quarto aminoacido). As voltas B sdo encontradas, em geral, nas proximidades da superficie de
proteinas, pois nessa regido os grupos peptidicos dos aminoacidos centrais (da volta §) podem
estabelecer ligacSes de hidrogénio com a agua.®?

Em outros casos, estruturas mais elaboradas sdo responsaveis pela reversao da cadeia
polipeptidica. As al¢as (também conhecidas como algas Q, 6mega, em referéncia a forma de
ferradura desta estrutura) séo frequentemente rigidas e bem definidas. A maioria das proteinas
com mais de 60 residuos possui uma ou mais algas € (com cerca de 6 a 16 residuos de
aminoacidos cada). As algas Q, assim como as voltas B, sdo encontradas, em geral, na

superficie de proteinas.“* "

2.1.2.2.2 Estruturas Terciaria e Quaternaria

A estrutura terciaria de uma proteina descreve o dobramento dos elementos estruturais
secundarios e especifica as posicdes de cada atomo na proteina, incluindo aqueles das cadeias
laterais. Ou seja, € o arranjo tridimensional de todos os atomos da proteina. A estrutura
quaternaria refere-se ao arranjo de cadeias polipeptidicas de proteinas multicadeias, cujas

subunidades sdo associadas de forma ndo-covalente. Experimentalmente a estrutura
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tridimensional de uma proteina é obtida por cristalografia de raios X ou por ressonancia
magnética nuclear (RMN).®* %

Para entender completamente a estrutura tridimensional de uma proteina é preciso
analisar seu padrdo de dobramento. Motivo (estrutura supersecundaria ou dobramento) é um
padrdo de dobramento identificAvel que envolve dois ou mais elementos de estrutura
secundaria e a conexao (ou conexdes) entre eles. Um motivo ndo é um elemento estrutural
hierarquico entre as estruturas secundaria e terciaria, mas sim um padrdo de dobramento que
pode representar somente uma parte de uma proteina ou abranger toda a cadeia
polipeptidica.®”

Os motivos sdo padrdes de dobramentos encontrados em muitas proteinas, sendo que
um dos mais comuns € o Saf (Figura 10), no qual uma a-hélice conecta duas fitas-p paralelas
de uma folha-P. Outra estrutura supersecundaria comum é o motivo grampo [ que consiste
em fitas antiparalelas conectadas por voltas B firmes. Esses padrdes de combinacdo de
estruturas secundarias estdo presentes em muitas proteinas e com frequéncia exibem fungoes

semelhantes.“® 59

Figura 10: Exemplo de uma estrutura supersecundaria comum, o motivo B(XB.(SO)

Outro termo que descreve padrdes estruturais € 0 dominio. Este representa uma parte
da proteina que é independentemente estavel ou que se movimenta como uma entidade
isolada em relacdo ao restante da macromolécula. Um dominio possui, em média, de 100 a
150 residuos de aminoacidos. De modo geral, proteinas com cerca de pelo menos 200
residuos de aminoacidos se dobram em um ou mais dominios diferentes que podem exercer
diferentes fungdes, enquanto proteinas pequenas comumente possuem um unico dominio.
Considera-se que dominios com padrbes de dobramento semelhantes possuem o mesmo
motivo, ainda que as estruturas secundarias que constituem esses motivos (a-hélices e fitas-p)

possuam diferentes nimeros de residuos.®®
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2.1.3 Dobramento de proteinas e Estabilidade da forma nativa

Na células vivas, as proteinas sdo construidas a partir dos aminoacidos em uma
velocidade muito alta. Mas como uma proteina chega em sua conformacdo nativa? Uma
possibilidade a priori seria a de uma busca ao acaso (ou seja, testar todas as conformacdes
possiveis) para encontrar a conformagdo energeticamente mais estavel. Considerando uma
proteina pequena contendo 100 residuos e assumindo que cada um dos residuos de
aminoécidos (previamente estabelecidos) possa assumir, em média, 10 conformacgdes

diferentes, seriam possiveis 10*%°

conformacBes diferentes para essa cadeia polipeptidica.
Admitindo-se ainda que a proteina se dobra espontaneamente (através de um processo
aleatério no qual sdo testadas todas as conformacGes possiveis em torno de cada uma das
ligagBes de seu esqueleto até encontrar sua forma nativa), se cada conformacao fosse testada
no menor tempo possivel (<10 segundos; tempo de uma vibragdo molecular), seriam
necessarios cerca de 10°" anos para testar todas as possiveis conformacdes desta proteina.
Esse tempo seria incompativel com a vida humana, ja que diariamente um organismo produz
milhares de proteinas em suas formas biologicamente ativas, responsaveis pela manutencao
de inimeras funcdes biologicas. Desta forma, fica claro que o dobramento de proteinas nao €
um processo completamente aleatério, de tentativa e erro.“®%%

A enorme diferenca entre este tempo de enovelamento calculado e o real é chamada de
paradoxo de Levinthal, que revela que as proteinas se enovelam por uma via parcialmente
definida, constituida de intermediarios parcialmente corretos entre a proteina desdobrada e
sua estrutura nativa. Embora o mecanismo de dobramento de uma cadeia polipeptidica seja
muito complicado (e nem todos os principios envolvidos neste processo sejam conhecidos),
existem alguns modelos plausiveis, destacando-se entre eles o modelo de “nucleagdo e
condensagdo”, baseado num dobramento hierarquico. Neste modelo, regides locais da cadeia
polipeptidica assumem primeiramente estruturas secundarias favorecidas (como as a-hélices e
as folhas-B). Conforme véo se formando, estas estruturas secundarias (ou, sitios de iniciacao)
parcialmente dobradas podem interagir, resultando em estruturas supersecundarias. Como
resultado destas interacGes é produzido um estado de glébulo fundido, que € um intermediario
condensado contendo muitos dos elementos de estrutura secundaria da conformacdo nativa,
mas muitas interacdes de estrutura terciaria incorretas. Rearranjos dentro do glébulo fundido
conduzem as interacfes corretas (de médio e longo alcance) entre os diferentes sitios de
iniciacdo. Este processo segue até que sejam formados dominios completos e todo o

polipeptideo tenha se dobrado.“* > %
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Termodinamicamente, a superficie de energia livre para o processo global do
enovelamento de proteinas pode ser vista como um funil (ver Figura 11). Inicialmente, um
polipeptideo ndo-dobrado possui muitas possibilidades conformacionais (alta entropia). A
medida que o dobramento ocorre, o estreitamento do funil representa a diminui¢do do nimero
de espécies conformacionais presentes, com a consequente diminuicdo de energia livre e
entropia. As pequenas depressdes ao longo das paredes do funil de energia livre representam
intermediarios semiestaveis, que podem tornar o processo de dobramento um pouco mais
lento. Estes intermediarios permanecem temporariamente aprisionados até que, por energia de
ativacdo térmica aleatoria, consigam sobrepor a barreira de energia livre e possam progredir
para uma conformacdo mais estavel, de mais baixa energia. No fundo do funil, o conjunto de
intermediarios dobrados é reduzido a uma Unica conformagdo nativa (ou um pequeno
conjunto de conformacGes nativas). De fato, muitas vias de dobramento podem levar a este

mesmo minimo de energia.*® %%-5%)

A/

«——— Entropia— | >

Estados de
globulo fundido

Energia
proteina na conformacio nativa

Percentagem de residuos da

Intermediarios com
dobramentos distintos

100
Estrutura Nativa

Figura 11: Funil de energia livre representando o processo de dobramento de uma proteina

(figura adaptada do livro Principios de Bioquimica de Lehninger).®®

A estabilidade termodindmica é assimetricamente distribuida na estrutura da proteina,
ou seja, as moléculas possuem algumas regides de alta estabilidade e outras de baixa

estabilidade. Essas Gltimas permitem que a proteina altere sua conformacao entre dois ou mais

24



estados. As flutuacGes de estabilidade das regiGes internas da proteina sdo, comumente,
fundamentais para sua fungio.®®

Nem sempre, porém, uma proteina ira se dobrar espontaneamente. Para contornar este
problema, as células possuem proteinas que facilitam o processo de dobramento, entre elas
estdo incluidas as cis-trans-prolil isomerases (que convertem ligacdes peptidicas cis e trans de
residuos prolina), as proteinas dissulfeto isomerase (que catalisam a formacdo de ligacdes
dissulfeto de cistina) e as chaperonas moleculares. Estas Ultimas sdo proteinas que interagem
com polipeptideos parcialmente dobrados, facilitando o processo de dobramento. Na verdade,
as chaperonas nao alteram o resultado final do dobramento, mas sim impedem a formacéao de
agregados protéicos antes que as cadeias polipeptidicas a serem agregadas tenham concluido
seu processo de dobramento.®% %

Duas classes de chaperonas vém sendo muito estudadas, ambas presentes em
organismos de bactérias a humanos. A primeira classe é da familia de proteinas Hsp70
(proteinas de choque termico) que possuem massas moleculares em torno de 70 kDa e sdo
abundantemente encontradas em células a altas temperaturas. Essas proteinas ligam-se a
polipeptideos a medida que esses séo sintetizados nos ribossomos. Desta forma, as superficies
hidrofobicas que estariam normalmente expostas ao solvente sdo blogqueadas, protegendo a
proteina de agregacdo até que a cadeia inteira tenha sido sintetizada e o dobramento possa
ocorrer. Além disso, estas chaperonas protegem as proteinas de desnaturacdo pela
temperatura. A segunda classe séo as chaperoninas (ou familia Hsp60, com massa molecular
em torno de 60 kDa), que séo estruturas longas, cilindricas, com multiplas subunidades que se
ligam a polipeptideos ndo-dobrados em seu estado de glébulo fundido. Estima-se que de 10 a
15% das proteinas celulares, em Escherichia Coli, precisam de chaperoninas assistindo seu

processo de dobramento em condicdes celulares normais.®% >

2.1.4 Forcas que contribuem para a estabilidade de proteinas

A estabilidade de uma proteina se refere a tendéncia que essa possui em manter a sua
conformacdo nativa. Em condicdes fisioldgicas a variacdo de energia livre que separa as
formas dobrada e ndo-dobrada de uma proteina é cerca de apenas 20 a 65 kJ/mol, o que faz
com que as proteinas nativas sejam apenas marginalmente estaveis. A elevada entropia
conformacional da proteina ndo-dobrada (relacionada ao grande nimero de conformacgtes
possiveis dessa estrutura) aliada as ligacGes de hidrogénio que os grupos da cadeia

polipeptidica estabelecem com o solvente (dgua), tendem a manter o estado ndo-dobrado.
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Contrabalanceando estes efeitos, interag0es covalentes (ligacOes de dissulfeto) e interacGes
fracas ndo-covalentes (ligagdes de hidrogénio, interacGes i6nicas e de van der Waals)
estabilizam a conformacdo nativa.®® %%

O ambiente intracelular altamente redutor da maioria das células, evita a formagéo das
ligagBes dissulfeto. Isto faz com que muitas proteinas ndo possuam essas ligacdes. Assim,
para as proteinas intracelulares da maioria dos organismos, as interacGes fracas sdo
especialmente importantes para o dobramento das cadeias polipeptidicas. Em comparagdo as
ligacOes covalentes, que necessitam de 200 a 460 kJ/mol para serem rompidas, as interacdes
ndo-covalentes sdo relativamente fracas (sendo rompidas com cerca de apenas 4 a 30 kJ/mol).
No entanto, mesmo sendo individualmente fracas, o grande numero de intera¢cdes ndo-
covalentes de uma proteina faz com que essas predominem como forcas estabilizadoras que
conduzem o dobramento protéico. Portanto, de maneira geral quanto maior o nimero de
interacdes fracas, mais estavel é a conformacéo da proteina.®® %2

As ligacOes de hidrogénio se formam quando um atomo de hidrogénio (ligado
covalentemente a um atomo eletronegativo, denominado doador de hidrogénio) interage com
um atomo eletronegativo (denominado aceptor de hidrogénio). A forca de uma ligacdo de
hidrogénio (tipicamente de 4-29 kJ/mol) depende da distancia entre os atomos doador e
aceptor, assim como da orientacdo estabelecida entre eles e o 4&tomo de hidrogénio. As
relacbes geométricas correspondentes a energias mais altas sdo aquelas em que os atomos
doador e aceptor estdo colinearmente dispostos. As liga¢des de hidrogénio parecem contribuir
pouco para a estabilidade da conformacéo nativa. No entanto, a presenca de um grupo aceptor
(ou doador) de ligacdo de hidrogénio que ndo possua um par para se ligar no nucleo
hidrofobico de uma proteina possui um efeito tdo desestabilizador que conformacdes
contendo este grupo sdo termodinamicamente insustentaveis. Isto, aliado ao fato de que as
ligacGes de hidrogénio apresentam-se otimizadas em estruturas secundarias (o-hélices e fitas-
B), faz com que elas sejam importantes no processo de dobramento de proteinas.®* %2

As interacdes eletrostaticas (ou ligacbes idnicas) entre grupos carregados de cadeias
laterais podem exercer tanto um efeito estabilizante quanto desestabilizante nas conformacdes
protéicas e sdo importantes na ligacdo de substratos a proteinas. Essas interacdes podem ser
repulsivas (entre cargas de mesmo sinal) ou atrativas (entre cargas de sinais opostos), e sua
ocorréncia depende do pH do meio (que altera o estado de protonacdo dos residuos de
aminodacidos da cadeia polipeptidica). A forca de uma ligacdo idnica aumenta a medida que
essa se desloca para um ambiente com constante dielétrica mais baixa. Uma vez que a dgua

possui um elevado valor de constante dielétrica (¢ = 78,8; & 25 °C)®*, as interacSes
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eletrostaticas nela sdo relativamente fracas em comparacdo as do interior de uma proteina,
onde a constante dielétrica é baixa. De maneira geral, as ligacGes iGnicas ocorrem geralmente
préximas do nacleo hidrofébico e podem estabilizar significativamente a estrutura de uma
proteina, além de limitar sua flexibilidade estrutural e conferir-lhe uma singularidade
estrutural. A maioria dos grupos carregados, no entanto, permanecem na superficie (onde ndo
interagem com outros grupos carregados da proteina devido a alta constante dielétrica da
agua), sendo estabilizados por ligacdes de hidrogénio e interagdes polares com a agua. Essas
interacdes geram forcas dominantes que colocam a maioria dos grupos carregados de uma
proteina no lado de fora de estruturas dobradas.®* 52

As interacOes de van der Waals, por sua vez, sdo as mais fracas dentre as interacdes
ndo-covalentes (atuando entre dipolos temporarios) e envolvem qualquer residuo de
aminoéacido da cadeia polipeptidica. Particularmente entre grupamentos apolares essas sao as
interacdes predominantes. Para chegar a conformacéo nativa, podem ser necessarias milhares
de interagOes fracas de van der Waals. Desta forma, € substancial a contribuicdo total dessas
interacdes para a estabilidade de uma estrutura dobrada. ©° 2

Por fim, o efeito hidrofobico é de fundamental importancia na estabilizacdo da
estrutura nativa. Esse efeito se deve as interacfes entre a agua circundante e 0s grupos nao-
polares da cadeia polipeptidica. Quando uma proteina é colocada em um ambiente aquoso,
uma camada de solvatacdo se forma ao redor da macromolécula. A auséncia de ligagcdes de
hidrogénio entre os grupos ndo-polares e as moléculas de agua (mais do que interacdo
favoravel entre os grupamentos ndo-polares) é o fator principal que leva a aproximacao entre
as cadeias laterais ndo-polares de uma proteina. Essa aproximacao, por sua vez, promove a
expulsdo de moléculas de agua que circundam as cadeias laterais ndo-polares, diminuindo,
assim, a area superficial da cadeia polipeptidica exposta ao solvente (ou seja, diminui a
camada de solvatacdo). Com isso, a entropia do sistema aumenta (em funcdo dos graus de
liberdade translacionais das moléculas de 4gua). Este aumento de entropia da solu¢do aquosa
é termodinamicamente favoravel e age como a forca motriz para a aproximacao de grupos
ndo-polares em solvente aquoso. Desta forma, as cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos
tendem a se agrupar no interior das proteinas (“‘escondendo-se” das moléculas de 4gua),
levando & formacdo de um nucleo protéico altamente empacotado. ®° 52

Em resumo, as interacdes fracas (ndo-covalentes) sdo fundamentais para estabilizar a
estrutura de uma proteina, sendo o efeito hidrofébico um dos principais contribuintes nesse
processo de estabilizacdo. As ligacbes de hidrogénio, as ligacGes idnicas e as interacbes de

van der Waals sdo otimizadas nas estruturas termodinamicamente mais estaveis.®”
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2.2 BANCOS DE DADOS

Atualmente, o nimero de estruturas tridimensionais conhecidas de proteinas estd na
casa das dezenas de milhares e mais que dobra a cada dois anos.®® Essas estruturas vém
sendo depositadas em bancos de dados disponiveis na Internet.®™ O principal banco de dados
de estruturas de macromoléculas biolégicas é o Protein Data Bank (PDB).®® Este contém
estruturas de proteinas e 4&cidos nucléicos. As estruturas depositadas no PDB séo
determinadas experimentalmente por técnicas como cristalografia por difragdo de raio X e
ressonancia magnética nuclear (RMN).®®

Para identificar as estruturas deste banco de dados é empregado um codigo, chamado
PDB ID, de quatro caracteres. Os arquivos de dados no PDB contém as coordenadas espaciais
de cada atomo cuja posicdo foi determinada. Estas coordenadas atdmicas podem ser
convertidas em uma imagem da macromolécula com a ajuda de programas de visualizacéo
(como o SPDBV®", 0 RASMOL®?, entre outros). Arquivos de dados adicionais fornecem

informac@es de como as estruturas foram determinadas e sua precisio.®”

2.3 DINAMICA MOLECULAR

As varias forcas atuantes na estabilizacdo de proteinas e a sua usual representacao
como uma estrutura Unica podem dar a falsa impressao de que proteinas tém estruturas fixas e
rigidas. Na verdade, cada atomo em uma proteina esta em movimento constante (apesar das
limitacGes impostas pelas estruturas secundaria e terciaria e pelas ligacdes covalentes), como
moléculas num fluido. As flutuacdes verificadas em cadeias laterais individuais, dominios ou
até mesmo subunidades inteiras podem estar relacionadas a movimentos intramoleculares
aleatérios ou podem ocorrer como resposta a um sinal, como a ligacdo de uma pequena
molécula.®*%?

Calculos teoricos de dindmica molecular descrevem as mudancas nas coordenadas de
atomos de uma proteina, indicando que sua estrutura nativa provavelmente consiste em uma
gama de conformacbes rapidamente interconversiveis com estabilidades similares. O
comportamento dindmico de proteinas é a base para mudancas conformacionais que
determinam fen6menos como, por exemplo, a inibicdo de uma enzima por um ligante ou
droga e a geracdo de efeitos alostéricos em hemoglobinas. Assim, as proteinas sdo moléculas
flexiveis que apresentam oscilacdes significativas do ponto de vista estrutural. %%

Uma das principais ferramentas para o estudo de proteinas do ponto de vista atbmico-

molecular é a dindmica molecular (sigla DM). Com esta técnica podem ser estudados desde
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sistemas homogéneos como gases, fluidos supercriticos, liquidos, solugdes, a sistemas pouco
(ou nada) homogéneos como biomembranas, lipidios, 4cidos nucléicos e proteinas.“®

Em dindmica molecular, sucessivas configuracfes de um sistema sdo geradas pela
integracdo numérica das equagdes de movimento de Newton. O resultado é uma trajetoria
que especifica como as posicOes e as velocidades das particulas do sistema variam com o
tempo, t.*? Entre os varios algoritmos existentes para integrar as equagdes classicas esté o
algoritmo Leap-Frog (pulo da rd). Este algoritmo, que foi empregado no presente trabalho,
consiste em atualizar as velocidades em tempos intermediarios aqueles em que sao atualizadas

as posicdes, conforme mostrado nas equacdes a seguir:©* %

r(t+ At) =r(t) + Atv (t+ %) (D
v(t+%>=v(t—%)+%f(t) (2)

Sendo r o vetor de posicao da particula; v a velocidade da particula; f a for¢a atuando
na particula; m a massa da particula; e At o passo temporal. Para iniciar o algoritmo séo

necessarios os valores de posicdes e velocidades em duas etapas consecutivas. Primeiramente,

. A . A ~ .
as velocidades, v (t + ;t) num meio passo temporal futuro, (t + Ft) sdo calculadas a partir

At

. A , .
das velocidades, v (t — ;t) das particulas num meio passo temporal passado, (t -3

), e das

forcas que atuam nas posicdes das particulas num instante atual, t. Entdo, as posicdes,

r(t+ At), em um passo temporal futuro, (t + At), sdo deduzidas a partir das velocidades que
acabaram de ser calculadas, v(t + %) e das posicdes, r(t), no instante de tempo atual, t,

usando a equacéo.®®

Em resumo, sdo utilizadas a forca atuando sobre uma particula em um instante t e a
velocidade num instante t — 0,5At para atualizar a velocidade para um instante t + 0,5At. A
seguir, essa nova velocidade t + 0,5At ¢é utilizada juntamente com a posi¢do do instante t
para atualizar a posi¢do da particula para um instante ¢ + A¢. Para esta nova posi¢cdo no
instante t + At é calculada a forca atuando sob esta particula e, entdo, esta nova forca ¢ + At é
empregada juntamente com a velocidade t + 0,5A¢ para atualizar novamente a velocidade
(agora para um instante t + 1,5At), e assim por diante. Para inicializar o algoritmo, as posicdes

iniciais das particulas, r(t), sdo obtidas das estruturas experimentalmente determinadas
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depositadas em bancos de dados, como o PDB, e as velocidades iniciais sdo atribuidas de
acordo com uma funcéo de distribuicio de Maxwell-Boltzmann.“®

O nome “pulo de ra” vem do fato de que as velocidades sdo calculadas em tempos
intermediarios aqueles nos quais sdo calculadas as posices. Assim, as velocidades e as
posicOes ficam saltando intercaladamente umas sobre as outras, como se fossem ras,

conforme mostra o esquema da Figura 12.V

[ A N R

Figura 12: Esquema do metodo de integracdo Leap-Frog. Este método é assim denominado,
pois as velocidades e as posic¢Oes das particulas sdo atualizadas em valores sistematicamente

intercalados, como se as velocidades saltassem como “ras” sob as posicdes e vice-versa

(imagem adaptada do Manual do GROMACS 4.0).V

A forca (empregada no calculo das velocidades na Equacdo 2) atuando em uma
particula (i) se relaciona com o gradiente da funcdo energia potencial, que atua nas

coordenadas desta particula, pela seguinte equagdo:©®®
fi= —VV(r) (3)

Sendo f; a forca que atua em uma particula i qualquer, V o operador gradiente e V(r;) a
energia potencial que atua em uma dada posicéo da particula i em um dado instante de tempo.

Essa energia potencial depende somente das coordenadas das particulas.

Uma vez que célculos exatos de energia potencial e forca para as particulas de um
dado sistema de estudo ndo sdo acessiveis, metodologias alternativas surgiram como forma de
sanar esses problemas. Dessa forma, foram desenvolvidos modelos de “campos de for¢a” com

0 objetivo de fornecer uma aproximacao satisfatoria para a fungdo energia potencial.
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24 CAMPOS DE FORCA

Embora o Hamiltoniano quéntico para um sistema biomolecular possa ser
precisamente descrito, a resolucdo das equacdes quanticas para esse ainda é proibitiva em
questdo de custo computacional. De maneira alternativa, as equagdes de movimento podem
ser adequadamente resolvidas empregando um Hamiltoniano (H) descrito por mecénica
classica. Desta forma, o Hamiltoniano pode ser representado como uma soma das energias

cinética (K) e potencial (V) totais do sistema:©?
H(p,r; m) = K(p;m) + V(r) (4)

Sendo: p = momento (p = mv); r = posicdo das do sistema; m = massas das particulas do

sistema.

A energia cinética total é descrita como a soma das energias cinéticas de todas as
particulas do sistema, sendo fungdo do momento, p, e das massas, m, e independente das

coordenadas atdmicas do sistema.®?

K(p;m) = > MV (5)

Sendo N o numero total de particulas do sistema de estudo; m; a massa da particula i; e v; a
velocidade que a particula i em um determinado instante de tempo da simulacdo. Essas
velocidades podem ser obtidas a partir do emprego dos algoritmos de integracdo das equacdes

de movimento classicas, conforme descrito no capitulo anterior.

A energia potencial total, por sua vez, é uma funcdo mais complicada que envolve
diferentes interacdes entre as particulas de um sistema, se relacionando as forcas que atuam
sob essas particulas, conforme ja definido na Equagdo (3).%? Uma vez que a funcéo, V(r),
descrita em (3) ndo possui uma forma analitica conhecida, ela pode ser aproximada pela
aditividade do potencial entre pares:©®

N-1 N
OEBIDWAC ©)

i=1 j>i

Sendo V(r) a funcéo potencial total descrita pelo campo de forga; Vijj(r) o potencial atuando

entre as particulas i e j; e N o numero total de particulas do sistema de estudo.
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O potencial total também pode ser expresso como a soma de um termo relativo aos
potenciais ligados (Viig) € um termo para os potenciais ndo-ligados (Vnao-ig), conforme
apresentado na equacdo a seguir:“¥

V(r) = Vrotal = Vlig + Vn€1o—lig (7)

Com:
Vlig = Vr + Ve + Vu) + ch (8)
Vn.ixo—lig = Waw + Veoul 9)

Sendo: V; o potencial de interacdo para o estiramento de ligacdo entre dois &tomos (interacdes
tipo 1-2); V, o potencial de interacdo para deformacdes angulares entre trés atomos; V,, 0
potencial de interacdo que representa a energia para alterar o angulo o entre dois planos de
atomos formados por um atomo central ligado a outros trés (diedro impréprio); V¢ 0 potencial
torcional de rotacdo em torno de uma ligacdo (diedro proprio; interacdesl-4); Vygw O
potencial de van de Waals para descrever interacfes inter ou intramoleculares de longo

alcance; e Vcour 0 termo que trata as interacOes eletrostaticas.

Assim, um campo de forca nada mais é do que a forma funcional da energia potencial
total aliada ao conjunto de parametros que a definem. Obviamente, essa funcdo e seus
parametros variam conforme o campo de forca empregado (cuja qualidade depende
evidentemente do sistema e do tipo de propriedade estudados).®® Entre os inimeros campos
de forca usados em DM, os mais utilizados para os sistemas bioldgicos sdo: CHARMM,
AMBER, OPLS, ENCAD e GROMOS.“¥

Detalhamentos dos campos de forca GROMOS 96 53a6°?, AMBER99¢®*, OPLS-
AA®  (empregados no presente trabalno) e ENCAD“” (empregado por Alonso e
colaboradores®® nos estudos de influéncia de pH no processo de conversdo estrutural da

proteina prion celular) estdo descritos nos proximos subcapitulos.
2.4.1 ENCAD

O campo de forca ENCAD (do inglés, ENergy Calculations And Dynamics) foi
desenvolvido a partir da década de 1970, e seu esquema, desde entdo, permaneceu
praticamente o mesmo. O que tem sido modificado, ao longo dos anos, sdo os detalhes dos
calculos de energia (como a truncagem), a escolha dos graus de liberdade e o modelo de

agua.“” A energia potencial total deste campo de forca assume a seguinte forma funcional:
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Ny Ng
Vig = Z Koy (ry — ron)? + Z Kg(6, — 80n)% + Z Ki{1— cos[n' (8; — @})]} (10)
n=1 n=1

diedral

N-1 N ij\ 12 ij\ 6 N-1 N
Vio—lig = Z Z Agce! <r—°> — 26l (r—°> — 8w [+ 33222[%" — sA ri]-)] (11)
=1 j=1 T Tij m=Lh

Os trés termos apresentados na Equacgéo (10) descrevem as interacGes ligadas atuando
entre &tomos separados por uma, duas e trés ligacdes covalentes, respectivamente. O primeiro
termo é um potencial harménico e descreve as ligacGes, sendo que r, representa a distancia
entre dois atomos ligados, com um valor de equilibrio, ro, , € uma constante de forca de
ligacdo K. O segundo termo é também um potencial harménico e descreve o angulo entre
trés atomos, sendo 6, este angulo, 6pn 0 seu valor de equilibrio e Ky a constante de forca do
angulo de ligacdo. N, e Ny representam, respectivamente, o numero total de ligacGes e de
angulos de ligacdo. O terceiro termo descreve os angulos diedrais (proprios e improprios) e €
um potencial trigonométrico, sendo representado por uma ou mais fungdes cossendides, sendo
@i 0 angulo diedral , @o' 0 seu valor de equilibrio, K', a altura da barreira torcional do i-ésimo
angulo diedral e n'a periodicidade.

Os dois termos em (11) representam a parte da energia potencial que lida com as
interacdes ndo-ligadas entre pares de &tomos separados por trés ou mais ligacdes ao longo da
estrutura covalente. As interacdes de van der Waals sdo representadas por potenciais de
Lennard-Jones (12/6), sendo rij a separagéo entre os 4tomos, r'ly o parametro de diametro de
Lennard-Jones e ¢’ 0 parametro de energia de Lennard-Jones. As. é um fator de escala usado
para reduzir a repulsdo de van der Waals de forma a compensar a reducdo da atracdo
provocada pelo truncamento do potencial. O termo eletrostatico é representado por um
potencial de Coulomb, que pode ser atrativo ou repulsivo dependendo dos sinais dos
parametros das cargas parciais, g; e gj dos atomos. Os potenciais de van der Waals e
eletrostatico sdo modificados, respectivamente, pelas funcdes Shifting S*vaw € S, que
compensam a truncagem da interacéo a distancia de cutoff, r..“”

O campo de forca ENCAD inclui todos os atomos de hidrogénio na descricdo do seu
modelo (sendo por isso, um modelo all-atom) e sua parametrizacdo empregou simulacfes
com solvente explicito. Além disso, utiliza um modelo de agua, conhecido como F3C (com
um angulo e duas ligacdes flexiveis). Estudos mais extensivos mostraram, ainda, que este
modelo de agua é capaz de reproduzir dados termodindmicos, estruturais e dinamicos da

agua.”
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Entre as vantagens deste modelo, destacam-se: a conservacdo da energia como forma
de detectar e prevenir erros; a inclusdo de todos os graus de liberdade (hidrogénios
explicitamente considerados; modelo de agua flexivel; etc.); e o uso de truncamento para ser
computacionalmente mais eficiente e permitir longas simulagfes sem recursos especiais.
Assim, visando um protocolo para simular trajetorias longas, este campo de forca se
concentra mais em aperfeicoar os detalhes de calculos (conservagdo de energia, flexibilidade
total, truncamento, etc.) do que em tentar encontrar os melhores valores para os parametros
que descrevem a fungio de energia potencial total.*”

Por fim, o campo de forca ENCAD tem sido notavelmente utilizado em estudos de
dobramento de proteinas, mas também € empregado com sucesso em simulacdes de agua

pura, fons em 4gua e DNA em solucéo.“”
2.4.2 GROMOS

A expressdo para 0 potencial total, Vvom, para o campo de forca
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation, do inglés) 96 53a6®? esta separada nos

termos ligado e ndo-ligado, conforme apresentado a seguir:

Ny Ng
1 1
Vig = Zz Kn(rp? = ron®)* + EZ Kon(cos 8, — cosB¢n)? + Vgiedral (12)
n=1 n=1

1
Vdiedral = 2 Z K‘g’n(zn - EOn)2 + Z K(pn [1+ cos(8,) cos(mypy)] (13)

impréprio préprio
N-1 N N-1 N
=232 @) TS o
nao-lig — 2 |~ 5 -
i=1 j=1 Tj Tjj == 41‘[880 T
1
1
Coy = (C6si - C6;)° (16)

Sendo: Kz, = constante de forca de diedro improprio; ¢, = angulo diedro improprio;
¢on = @ngulo de diedro improprio de equilibrio; Kg, = altura da barreira torcional do diedro
proprio; J, = é o deslocamento de fase, restrito a 0 ou m; m, = multiplicidade do angulo
diedro proprio; ¢, = angulo diedro proprio; ¢ € a constante dielétrica do meio; ¢ é a

permissividade no vacuo.
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Em (12) o primeiro termo é um potencial biquadratico (ndo-harménico) e o segundo
termo é um potencial harménico no cosseno. O terceiro termo em (12), que descreve 0s
diedros, é decomposto em dois termos em (13). O primeiro termo em (13) modela os diedros
impréprios, descritos por um potencial harménico. Enquanto o segundo termo em (13)
modela os diedros proprios, descritos por potenciais trigonométricos.

O primeiro termo em (14) modela as interagcdes de VDW (via potenciais de Lennard-
Jones). O campo de forca GROMOS € do tipo united-atom (ou seja, 0s hidrogénios
diretamente ligados a um carbono alifatico e esse carbono séo descritos como um Unico sitio)
e 0s parametros C6;; e C12;; para o par de atomos ij séo obtidos de C12;;, C12;;, C6;e C6;;
por regras de combinacdo geométricas (definidas para cada tipo de &tomo), apresentadas nas
Equacbes (15) e (16). O segundo termo em (14) modela as interacBes eletrostaticas via
potenciais de Coulomb.

A filosofia do campo de forca GROMOS assume um compromisso de descrever
precisamente a energia de interagdo como funcdo da conformacdo molecular, a0 mesmo
tempo que emprega uma forma funcional relativamente simples (que minimiza o nimero de
pardmetros necessario, limitando o custo computacional de avaliar a energia potencial). Os
parametros das interacOes ligadas (comprimentos de ligagcdo, angulos de ligacdo, etc.) sdo
obtidos a partir de dados espectroscopicos e de cristalografia para moléculas pequenas. Ja as
interacdes ndo-ligadas (eletrostaticas e de van der Waals) sdo muito mais dificeis de
parametrizar.

Os valores dos parametros de interacbes ndo-ligadas, para o campo de forca
GROMOS, foram inicialmente obtidos a partir de dados de cristalografia e de
polarizabilidades atémicas. Estes valores, por sua vez, foram ajustados de modo que as
distancias experimentais e as energias de interacdo (de pares individuais de &tomos de grupos
funcionais) minimizassem a energia de conformacao.

Com o aumento do poder computacional, tornou-se vidvel ainda a utilizacdo de
abordagens de mecanica estatistica para parametrizar as interacdes nao-ligadas, de forma a
reproduzir propriedades termodinamicas, tais como a densidade, o calor de vaporizacdo e a
entalpia livre de solvatacdo de pequenas moléculas na fase condensada em temperatura e
pressdo fisiologicas. Além disso, dados obtidos a partir de métodos quanticos ab initio e
dados experimentais foram utilizados para ajustar, por exemplo, a distribuicdo de angulos
torcionais em torno de ligacGes especificas.

O conjunto de parametros 53A6 foi desenvolvido visando a obtencdo de um campo de

forca aplicavel tanto para simulagfes de proteinas como de membranas Para isso, muitos
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parametros foram redefinidos com relacdo as versdes anteriores: todos os tipos de atomos,
ligagdes, angulos de ligacdo, diedros prdprios e imprdprios foram renumerados e varios tipos
novos foram adicionados. Além disso, a parametrizacdo 53A6 foi especificamente adaptada
para reproduzir a entalpia livre de hidratacdo (que é uma propriedade termodinamica-chave
em muitos dos processos biomoleculares) em agua SPC®® para um conjunto de anélogos de
aminoécidos (com uma média de erro absoluto baixa). O comportamento de particdo destes
analogos entre 4gua e um ambiente hidrofébico também é corretamente reproduzido, assim
como as entalpias livre de solvatacdo para os solventes ciclohexano e agua. Assim, dadas as
melhorias nas propriedades de hidratagdo e solvatacdo, o emprego deste conjunto de
parametros 53A6, em principio, deve produzir melhores resultados (em relacdo aos conjuntos
de parametros anteriores) para as constantes de interacdo entre biomoléculas em fase aquosa e

para simulacdes de dobramento de polipeptideos.

243 AMBER

O potencial total, \/(r), para o campo de forca AMBER99¢®* ¢ descrito pela soma dos

potenciais ligado e ndo-ligado, apresentados, respectivamente, nas Equacfes (17) e (18) a

sequir:
1
Vig = 5 Ken (1 = on)” + ZKen (8, — 000 +ZZ Ky [cos(@; ~ ] (17)
n=1 i=1 n=
N-1 N i 12 ij\ 6 N-1 N aiq
Ty iYj
nao lig = Z {48 ]aL] ij [( ]> - <I'_1]> }‘l' Z Z Acoul,ij m (18)
i=1 j=1 i=1 j=1

Sendo: Ng € o numero total de diedros préprios, K,; € a altura da barreira torcional do i-
esimo angulo diedral; @ € o i-€simo diedro proprio; acoyij € @;;,;; $do nulos para interagoes
1-2 e 1-3, para interagdes 1-4 assumem, respectivamente, valores padrdo de 0,5 e 0,8333 e,

por fim, assumem valor unitario para as demais interacées.

O primeiro e o segundo termo em (17) sdo potenciais harmdnicos, enquanto o terceiro
termo é um potencial de Rieckaert-Bellemans®. O primeiro termo em (18) é um potencial de

Lennard-Jones e 0 segundo termo é um potencial de Coulomb.
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O desenvolvimento do campo de forca AMBER comecgou na primeira metade da
década de 1980. Em sua versdo original, este campo de for¢a possuia uma representacdo
(united-atom) das cadeias alifaticas nas quais um carbono, e os hidrogénios diretamente
ligados a ele, era representado como um Unico sitio. Na parametrizacdo original, as cargas
foram derivadas de métodos de quimica quantica ao nivel HF STO-3G (ajustando as cargas
parciais atbmicas a potenciais eletrostaticos quanticos). As constantes de forgca e
comprimentos e angulos de ligagdo foram tomados de estruturas cristalinas e adaptados para
se ajustar aos modos de frequéncias normais de um dado nimero de peptideos. As constantes
de forga de torcdo foram ajustadas para combinar com as barreiras torcionais extraidas de
experimentos ou de calculos quanticos.®”

Em 1990, em funcdo do aumento do poder computacional, foram realizadas melhorias
nos parametros e o campo de forca foi estendido para outras moléculas que ndo proteinas.
Assim, surgiu o campo de forca AMBER94, desenvolvido para obter potenciais adequados
para as simulacdes em fase condensada (ou seja, levou em consideracéo as interacdes soluto-
solvente e solvente-solvente). Empregando metodologias quanticas mais refinadas e tamanhos
de fragmentos maiores, este campo de forca forneceu um procedimento geral para um célculo
réapido de cargas (empregando HF/6-31G*) para todos os 20 aminoécidos. ®”

No que diz respeito aos parametros de Lennard-Jones, esses foram estabelecidos,
primeiramente, em referéncia as densidades e calores de vaporizacdo de simulacGes em estado
liquido. Desta forma, somente um conjunto pequeno de parametros (12/6) foram necessarios
para conseguir uma concordancia razoavel com os experimentos.®” Os Gltimos parametros
ajustados (como acontece na parametrizacdo da maioria dos campos de forca) foram os dos
potenciais torcionais suaves sobre ligacdes simples. Isto se deve ao fato de que o perfil
energético de rotacdo de angulos torcionais depende fundamentalmente de interacdes nao-
ligadas. Um conjunto chave de parametros torcionais sdo aqueles para os angulos ® e ¥ da
cadeia polipeptidica, uma vez que esses afetam muitos aminodcidos e influenciam
pesadamente as energias relativas de hélices, folhas-p e voltas de proteinas. Os parametros do
AMBER94 foram ajustados para representar pontos de mapas de dipeptideos para a glicina e
a alanina (computados através de metodologias quéanticas). Algumas contabilizacdes de
efeitos de longo alcance foram feitas no AMBER96, no qual os potenciais ® ¢ ¥ foram
ajustados para tetrapeptideos assim como dipeptideos com energias conformacionais obtidas
via mecanica quantica.®”

Por fim, o campo de forca AMBER99¢ (utilizado no presente trabalho) nasceu da

necessidade de corrigir alguns pontos cruciais da versaio AMBER99. Esta apresentava baixo
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teor helicoidal em comparacdo com o campo de forca AMBER-94, devido a barreiras
adicionadas sobre o grau de liberdade rotacional ¢. Os desenvolvedores do AMBER
resolveram, entdo, remover esses obstaculos no AMBER-99 empregando o potencial de
torcdo ¢ do AMBER-94 com o objetivo de melhor reproduzir dados experimentais

termodinamicos e cinéticos de hélices.®¥

24.4 OPLS

A expressao para a funcdo potencial total para o campo de forga OPLS-AA (do inglés,
Optimized Parameters for Liquid State Simulations All-Atom) é a soma dos potenciais ndo-
ligado (Vnzoqigado), de estiramento de ligagdo (V.), de angulo de ligagéo (Vo) e de torcéo
(Viorcionat).- O potencial ndo-ligado representa a soma das contribuicbes dos potenciais de
Coulomb e de Lennard-Jones tanto para as interagGes inter como intramoleculares, conforme

a equacdo a seguir:®®

r Ng
Viig = z Ken (tn — Ton)? + z Kon(6n — 8on)” + Vaiedral (19)
n=1 n=1
V V V
Vdiedral = z 5 [1+ cos(®@;)] + [1 — cos(20;)] + 2—[1 + cos(3%;)] (20)
i
N-1 N 12 \© N-1 N wq
Vnéo—ligado = Waw + Veoul = z 4'5’:ij (r_()) - <r_0> Z 241'[8 ( : J) (21)
i=1 j=1 1 1 =1 j=1 0

Sendo: o coeficiente fi; igual a zero, para pares i-j conectados por uma ligagéo (interagdes 1-
2) ou por um angulo de ligagdo (interagbes 1-3). fj = 0,5 para interacdes 1-4 (atomos

separados por 3 ligacdes) e fij = 1,0 para todos os outros casos.®

O primeiro e o segundo termo em (19) sdo potenciais harmdnicos. O potencial de
diedros em (20) é um potencial trigonométrico cossenoidal com a altura da barreira torcional
do i-6simo angulo diedral V (Vi, V.' e V3'). Na Equacdo (21), o primeiro termo é
representado por um potencial de Lennard-Jones e o segundo, por um potencial de Coulomb.

A primeira versdao do campo de forca OPLS surgiu na década de 1980 como um
modelo united-atom (OPLS-UA) para simular a 4gua e cerca de 40 liquidos orgéanicos. Este
modelo dava grande énfase a etapa de derivacdo das interacbes ndo ligadas, que foram

sistematicamente ajustadas para reproduzir as propriedades termodindmicas dos liquidos
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simulados. As aplicacdes iniciais para proteinas tomaram os tipos de 4&tomos e 0s parametros
de valéncia (ligagcéo, angulo e diedros) do campo de forca AMBER 1984, resultando no
campo de forca que ficou conhecido como AMBER/OPLS. Mais tarde, uma versao all-atom,
conhecida como OPLS-AA, foi desenvolvida para proteinas, mantendo praticamente a mesma
filosofia de derivacdo de cargas e parametros de van der Waals de simula¢des em liquidos
puros. 67

As cargas do OPLS foram, em principio, obtidas empiricamente e com o passar dos
anos foram sendo amplamente ajustadas para reproduzir propriedades de liquidos organicos.
Os parametros dessas cargas foram escolhidos com a intengdo de serem facilmente
transferidos a outras moléculas com grupamentos quimicamente similares. Os parametros dos
termos de estiramento e angulos de ligacdo foram amplamente tomados do campo de forca
all-atom AMBER 1986, enquanto os parametros torcionais foram desenvolvidos de modo
consistente pelo ajuste a perfis energéticos de HF 6-31G*. Este nivel de precisdo esta em boa
concordancia com dados experimentais, mas pequenas melhorias foram obtidas com a
incluséo de correcdes de correlagdo MP2. De fato, reajustes desta natureza foram feitos para

as cadeias laterais carregadas de aminoécidos.® 5"

2.4.5 Comparacédo dos Campos de Forca GROMOS, AMBER, OPLS e ENCAD

De maneira geral, os campos de forca da fase condensada biomolecular AMBER,
ENCAD, GROMOS e OPLS tém uma forma semelhante da funcdo potencial de interacao,
mas diferem em suas filosofias de parametrizacdo e nos valores dos seus parametros. Isto se
deve a grande variedade de formas pelas quais podem ser obtidos estes parametros. De fato,
uma gama de propriedades (geométricas, energéticas, dielétricas, dinamicas, etc.) de
moléculas pequenas podem ser ajustadas contra diferentes conjuntos de dados experimentais e
de mecénica quantica. Desta forma, conjuntos de parametros diferentes podem produzir
resultados muito diferentes quando aplicados em sistemas biomoleculares grandes e
complexos.®?

Ao longo dos anos os campos de forca OPLS e AMBER vém convergindo para um
modelo eletrostatico comum. Isto reflete 0 uso de protocolos e conjuntos de teste de
parametrizacdes cada vez mais similares (uma vez que a parametrizacdo do OPLS se inspirou
na do AMBER), mas também indica uma busca incansavel, e ainda em curso, por um modelo
de carga oOtimo. Por outro lado, o campo de forca GROMOS utiliza um conjunto bem

diferente de cargas para os aminoacidos (ver tabela no ANEXO A2). Por fim, comparar a
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qualidade de campos de forca é uma tarefa dificil, pois ndo ha garantia de que um campo de
forga ajustado para ter bons resultados com um grupo de moléculas funcione bem com outro

grupo.®©”

2.5 INTERACOES ELETROSTATICAS DE LONGO ALCANCE

Uma vez que um sistema simulado é muito menor do que um sistema real, efeitos de
superficie poderiam distorcer os resultados da simulacdo de dindmica molecular. Para
contornar problemas desta natureza, o sistema simulado imita o limite termodindmico
empregando a técnica de condi¢cdes de contorno periddicas” (PBC, do inglés Periodic
Boundary Conditions). Essa técnica produz réplicas da caixa (preenchida com as particulas a
serem simuladas) em todas as dire¢des, eliminando, com isso, as superficies e tornando o
sistema virtualmente infinito.®

Para o sistema assim definido, uma particula i, posicionada na caixa central, pode
interagir com todas as particulas j e as imagens periddicas de j (entre elas as imagens
periddicas da propria particula i). Para evitar essa contagem multipla de interacbes (que
poderiam afetar os calculos de potenciais e forcas), utiliza-se a “convencdo da imagem
minima” que restringe as interagdes da particula i. Desta forma, a particula i sé ira interagir

com a copia mais proxima de cada particula j.®

S

Figura 13: Esquema bidimensional da replicacdo da caixa de simulacdo empregando as
condigdes de contorno periddicas (PBC) e a convengdo da “ imagem minima”. O circulo em

azul indica o raio de corte aplicado em uma dada particula.®
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O uso combinado destas técnicas (PBC e “convengdo da imagem minima”, ver Figura
13) afeta o alcance dos potenciais de interacdo. De fato, as contribui¢cdes dos potenciais de
curto alcance (como os potenciais de Lennard-Jones) podem ser negligenciadas a partir de
uma certa distancia, denominada “raio de corte” (r¢). Esse procedimento de truncamento dos
potenciais anula as interacGes além dessa distancia. Computacionalmente, o valor do raio de
corte empregado numa simulagdo de dindmica molecular € definido pelo usuério. No caso de
simulacdes de sistemas bioldgicos (como proteinas em solucdo), o raio de corte deve ser
menor ou igual a metade da diferenca entre o comprimento da caixa cubica e o tamanho da
macromolécula na dire¢do considerada. O truncamento do potencial, no entanto, produz duas

importantes fontes de erro: ©® %9

1) Introduz uma descontinuidade nas forgas;

2) Negligencia as interagdes alem do raio de corte;

Para o potencial de Lennard-Jones a primeira fonte de erro € contornada empregando
fungdes de “Shift ou Switch”, que tornam continuo o potencial e suas derivadas no raio de

corte. Enquanto a segunda fonte de erro pode ser calculada exatamente por:©®

vV = Z V() + % J-oov(r)g(r)élnrzdr (22)

Tij< r¢ ¢

Sendo v(r) o potencial de interacdo entre particulas e g(r) a funcéo de distribuicdo dos
pares a uma dada distancia r. Assim, no primeiro termo da equacdo, para uma distancia entre
pares de particulas dentro do raio de corte, as interacdes sdo calculadas por um potencial de
Lennard-Jones V(r) definido pelo campo de forga. Enquanto no segundo termo da equacéo, a
integral contabiliza as interacdes entre pares de particulas separadas por uma distancia maior

do que o raio de corte.

No caso das interacdes de longo alcance (como € o caso das interacfes eletrostéaticas),
no entanto, estas duas fontes de erro ndo podem ser corrigidas pelo uso das técnicas acima
descritas.®® %9 Desta forma, é necessario o uso de outros métodos para o tratamento das
interacdes de longo alcance. Dentre eles encontram-se 0os métodos GRF (do inglés,
Generalized Reaction Field)"® e SPME (do inglés, Smooth Particle Mesh Ewald)™”, que s&o

brevemente apresentados a seguir.
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251 GRF

No método conhecido como “campo de rea¢ao” (do inglés, Reaction Field; sigla RF)
uma esfera, com um raio equivalente a distancia de corte, é construida ao redor de cada
particula i. A forma de calcular as interacBes eletrostaticas depende da distancia (rij) que
separa essa particula i de uma particula j qualquer. Assim, interacdes que ocorrem dentro do
raio de corte (ou seja, rj; < r.) sdao explicitamente calculadas a partir da fungdo potencial
eletrostatica definida pelo campo de forca. Para interacdes entre particulas separadas por uma
distancia maior que o raio de corte (rj; > r.), considera-se que o meio se comporta como um
continuo dielétrico que produz um campo de reacdo na cavidade da esfera. Esse campo, por
sua vez, interage com a particula i, modificando o potencial e as forcas que nela atuam. Para
levar em conta a forca idnica do meio emprega-se o método de “campo de for¢a generalizado”
(do inglés, Generalized Reaction Field; sigla GRF).®% 8 6970

O método do campo de reacdo representa simplesmente uma correcdo no potencial de
interacdo eletrostatico entre pares de particulas, promovendo apenas um ligeiro aumento no
custo computacional. No entanto, alguns erros podem ser introduzidos no caso de simulacdes
de sistemas altamente carregados.®® Para esses casos, recomenda-se 0 uso do método
SPME™ (ou qualquer um dos derivados do método da soma de Ewald), cujos principios sdo

tratados na sequéncia.
2.5.2 SPME

A Soma de Ewald foi um dos primeiros métodos usados para calcular as interacGes
eletrostaticas de longo alcance em simulacdes de dindmica molecular. Originalmente, no
entanto, este método foi desenvolvido para calcular a energia de redes cristalinas. A posterior
aplicacdo deste em dinamica molecular decorreu do uso da técnica PBC nas simulagdes. Com
isso, cada caixa de simulacdo podia ser entendida (do ponto de vista eletrostatico) como uma
celula de um sistema cristalino.

O método da Soma de Ewald emprega uma combinacdo de distribuicdes gaussianas e
transformadas de Fourier para reescrever o potencial eletrostadtico como a soma de trés
termos: um termo constante para cada configuracdo do sistema, um termo de convergéncia
rapida no espaco real e outro termo de convergéncia rapida no espaco reciproco (ou espaco de
transformada). Desta forma, o potencial eletrostatico, que originalmente era uma funcédo de
decaimento lento (descrito por um potencial de Coulomb), assume uma forma de répida

convergéncia. Esse método, no entanto, possui um alto custo computacional, de modo que seu
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uso ndo é recomendavel para o tratamento de sistemas muito grandes (como os sistemas de
natureza biolégica).“®

Uma alternativa computacionalmente mais rapida é dada pelo método SPME que
também transforma o potencial eletrostatico em uma soma de dois termos de rapida
convergéncia. No entanto, no método SPME as cargas originais sdo removidas de suas
posicdes e sdo projetadas sob uma malha fixa e definida na forma de cargas parciais.* "
Desta forma, para uma densidade de carga original, p(r), no ponto r do sistema,

define-se a densidade de carga, pwm, que € projetada no ponto x, da malha, como:("?

L
1
pM(rp) = wa(rp — r)p(r)dr (23)
0

Onde o prefator (1/h) meramente assegura que pm €, de fato, uma densidade; h é o
espagamento dos pontos na malha; L refere-se as dimensdes da caixa de simulagéo; r, da a
posicdo dos pontos na malha; r da a posicdo da densidade de carga na caixa de simulagéo;
W(r, - 1) € uma fungéo de interpolagéo, ou seja, ela interpola a densidade de carga, p(r), em
uma densidade de carga na malha, py. No método SPME, essa funcdo de interpolagdo é

representada por uma funcéo de spline B-cardinal.("?
2.6 MULTIPLAS SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

A superficie de energia potencial (SEP) descrevendo uma proteina contém multiplos
minimos similares, com conformacfes levemente diferentes, de forma que o sucesso de
estudos de dinamica molecular (DM) requer uma exploraco efetiva da SEP.("®

Qualquer sistema com carater multiminimo (possuindo barreiras de SEP) pode ter suas
barreiras energéticas nao sendo atravessadas com frequéncia suficiente para se obter uma
distribuicdo de equilibrio em tempos computacionalmente acessiveis. Se a média temporal de
uma quantidade depende das condicdes iniciais, o sistema é ndo-ergddico na escala de tempo
e temperatura da simulacdo. Além do mais, propriedades diferentes podem convergir em
escalas de tempo distintas. Portanto, € necessario estudar mais de uma propriedade para
determinar a ergodicidade de uma simulacdo. Logo, o problema de amostragem é de grande
importancia.™

Inimeras técnicas foram desenvolvidas visando reforcar o método de amostragem via

DM. Auffinger e colaboradores (1995)¥ utilizaram a abordagem de multiplas pequenas
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trajetorias e concluiram que essas poderiam substituir uma Gnica trajetoria longa na
exploragdo do espago conformacional da molécula.

Caves e colaboradores™ desenvolveram um estudo de mdltiplas simulacdes de
dindmica molecular para a cambrina, realizando 10 simula¢bes (T1-T10) de 120 ps cada,
partindo de uma mesma conformacdo de referéncia, X, alterando apenas as velocidades
atdmicas iniciais geradas. Sendo que 3 das 10 simulacgdes (T2, T5 e T9 = T2x, T5x e T9x)
foram estendidas & 1 ns e uma (T1 - T1x), a5 ns.

Os resultados obtidos mostraram que diferentes trajetorias podem amostrar a mesma
regido local do espago conformacional, mas seguem caminhos diferentes. Desta forma,
estender a trajetéria por um tempo maior ndo garante, necessariamente, amostragem mais
extensiva, pois a trajetdria pode permanecer presa em uma regido do espaco conformacional
por longo tempo. Isto sugere que conformacdes geradas por uma Unica trajetéria (mesmo
muito longa) podem ndo ser representativas de toda a gama de conformagdes acessiveis
termicamente para o sistema.

Caves e colaboradores ressaltam ainda que se deve tomar cuidado ao decidir se uma
simulacdo foi estendida por tempo suficiente, pois algumas propriedades podem ser mais
sensiveis a mudancas estruturais do que outras. Assim, ndo se deve concluir sobre a
ergodicidade de uma simulacdo baseada na convergéncia de uma unica propriedade. Este
problema de uma adequada exploracdo do espaco de fases acentua-se com a complexidade
dos sistemas biomoleculares.

Uma vez que muitas simulacdes de DM utilizam como estrutura de partida estruturas
na vizinhanca daquelas determinadas por difracdo de raios X ou RMN, o ambiente (contatos
cristalinos, solvente, sais, etc) do experimento pode ndo ser bem reproduzido ou mesmo nao
ser explicitamente considerado no modelo usado nas simulagfes. Logo, uma estrutura
experimentalmente determinada pode ndo estar em um minimo, mas sim situada proxima a
um pico da SEP empirica. Nesse Ultimo caso, quando realizada a dindmica molecular, a
estrutura pode se mover em direcdo a uma ou mais regides de baixa energia. Em situacoes
como essa, Caves e colaboradores acreditam que a manipulacdo das condicdes iniciais
(empregando multiplas trajetdrias curtas) tem o efeito de aumentar a amostragem do espaco
conformacional. Por outro lado, se a estrutura de partida (obtida do experimento) estiver
proxima a um minimo espera-se que a sensibilidade a randomizacéo das velocidades iniciais
diminua devido aos efeitos de confinamento da SEP. Este ponto pode gerar implicacfes no

protocolo de simulagdes de DM de proteinas & temperatura ambiente.
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E importante, ainda, ressaltar que um estudo de influéncia do pH realizado com a
proteina prion celular humana foi publicado por Campos e colaboradores no ano de 2010.®
Neste estudo foram realizadas tréplicas, empregando a randomizacéo das velocidades iniciais,
para cada um dos pH investigados. Este trabalho j& estava apontando para a necessidade de
produzir maltiplas simulacfes de dindmica molecular nas investigacfes de influéncia de pH

no processo de conversao estrutural da proteina prion celular.
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3. OBJETIVOS



3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é produzir modelos de estruturas alterada, PrP*, e
neutra, PrP®, baseando-se no modelo proposto por Alonso e colaboradores®®, com o intuito

de utilizar estas estruturas em investigacOes futuras de agregacéo protéica.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Avaliar o efeito do uso de diferentes campos de forca (GROMOS96 53a6®?),
AMBER99¢®", OPLS-AA®)) para estudar a influéncia do pH baixo no processo de
conversdo da proteina prion celular, com o intuito de verificar a reprodutibilidade da unidade

estrutural basica do modelo espiral proposta por Alonso e colaboradores®?.

2 - Investigar a estrutura em pH neutro, avaliando o efeito do uso das diferentes formas de
histidina (HisA, HisB e HisH) disponiveis para o campo de forca GROMOS. Esta etapa do
procedimento foi realizada com o intuito de minimizar o conteido de fitas-p na regido N-

terminal da estrutura simulada em pH neutro.

3 - Avaliar a influéncia de diferentes condi¢des iniciais nas simulacdes de DM, partindo de:

a) diferentes conformacdes (diferentes estruturas do RMN);

b) diferentes conjuntos de velocidades iniciais (através da randomizacdo dessas

velocidades).

4 - Comparar os resultados dos estudos de influéncia de pH empregando diferentes
algoritmos GRF"? (Generalized Reaction Field) e SPME"Y (Smooth Particle Mesh

Ewald); para o tratamento das interacGes eletrostaticas de longo alcance.
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4. METODOLOGIA



4.1 PROTOCOLO DE SIMULACAO

No trabalho de Alonso e colaboradores®®, foi estudado o efeito do pH na conversdo
de PrP® > PrP*, tendo sido empregado, para tanto, o campo de forca ENCAD. No presente
trabalho, buscou-se identificar as condigdes ideais para o estudo de influéncia do pH (neutro e
acido) no processo de conversdo estrutural da proteina prion celular. Para tanto, foram
avaliados os efeitos de utilizacdo de diferentes campos de forca, de diferentes estados de
protonacdo de residuos histidina, da alteracdo das condi¢des iniciais de simulacdo (pelo uso
de diferentes modelos contidos no RMN e pela randomizagédo das velocidades iniciais) e do
uso de diferentes métodos para o calculo das interacGes eletrostaticas de longo alcance.

Num primeiro momento foi obtida a estrutura do fragmento protéico de residuos 109-
219, resolvida por RMN em solucdo, do banco de dados Protein Data Bank (cddigo PDB:
2PrP)™®) A sequir é apresentada a sequéncia priméria de aminoacidos da proteina prion
celular do hamster Sirio correspondente ao fragmento de residuos 109-219:

MKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPMMHFGNDWEDRYYRENMNRYPNQVYYRP
VDQYNNQNNFVHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCTTQYQ

Empregou-se o programa pdb2gmx, do pacote software GROMACS 4.05(

, para
gerar o arquivo de topologia, o arquivo de coordenadas cartesianas da macromolécula
biologica e para selecionar o campo de forga. Ainda nesta etapa, foi necessario manipular os
estados de protonacdo dos residuos His, Glu e Asp para que correspondessem ao pH desejado
(detalhamentos dos estados de protonacdo desses residuos serdo apresentados nos capitulos de
Resultados e Discussdo do presente trabalho). Para cada um dos sistemas simulados foi,
entdo, realizado o procedimento descrito a seguir.

O sistema foi centrado em uma caixa cubica, com as faces distando de no minimo 1,5
nm da proteina. A caixa foi preenchida com moléculas de 4gua (do tipo SPC®® para o campo
de forca GROMOS96 53a6°? e TIP3P") para os campos de forca AMBER99¢% e OPLS-
AA®) . Com isto, o arquivo de topologia foi alterado, gerando-se um novo arquivo de
coordenadas, desta vez contendo proteina e agua. Foram adicionados, ainda, ions Na* e CI
para neutralizar as cargas do sistema e garantir um ambiente fisiolégico.

A etapa seguinte consistiu na minimizacdo de energia do sistema proteina-solvente.
Para isto, foi utilizado o algoritmo de minimizacdo Steepest Descent. Na sequéncia foi
realizada uma dindmica molecular com restricdo de posicao (position restraint) de 200 ps, na
qual a macromolécula foi restrita, mas as moléculas do solvente tiveram liberdade de

movimento.
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A Ultima etapa da simulagdo consistiu na dindmica molecular propriamente dita, na
qual todos os graus de liberdade foram amostrados. Para isto foram definidos alguns
parametros, comuns a todas as simulagdes:

— passo de integracdo de 0,002 ps;

—para corrigir as interacdes de longo alcance foi utilizado o algoritmo o SPME" (com um
raio de corte equivalente a 1,3 nm para o célculo das interacfes eletrostaticas e de van der
Waals) nas simulacdes apresentadas nos capitulos 5.1 a 5.3 e o algoritmo GRF® ) (com
um raio de corte equivalente a 1,4 nm para o calculo das interacdes eletrostaticas e de van
der Waals, e uma constante dielétrica igual a 54) em algumas simulacdes apresentadas no
capitulo 5.4;

— atemperatura de acoplamento foi mantida pelo uso do algoritmo de Nose-Hoover"®;

- atemperatura de acoplamento empregada foi de 298 K;

- a pressdo da simulacdo foi mantida constante pelo uso do algoritmo de Parrinello-
Rahman(®;

- apressdo do sistema simulado foi mantida em 1 bar;

- 0s comprimentos de todas as ligacdes de equilibrio foram mantidos pelo uso do algoritmo
LINCS®?;

Uma vez terminadas as simulacdes foram feitas as seguintes analises com base nas
trajetorias dessas: evolucdo da estrutura média (RMSD; do inglés, Root Mean Square
Deviation), mobilidade relativa de segmentos (RMSF; do inglés, Root Mean Square
Fluctuation) e analises de estruturas secundarias.

Todas as simulagdes e posteriores analises foram realizadas no laboratorio do Grupo
de Quimica Tedrica (GQT), localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Atualmente o GQT conta com um cluster de 13 nodos, permitindo
calculos paralelos, trés estacdes de trabalho e um laboratério computacional com dez estacdes
de trabalho. Para os sistemas empregados neste trabalho, simulacdes com duracdo de 5 ns

levaram cerca de 2 dias de calculos em maquina para serem realizadas.

4.2 ANALISES

De posse das trajetdrias das simulacdes de DM, foram realizadas analises empregando
programas do software GROMACS 4.05"®). As analises realizadas foram: RMSD, RMSF e

estrutura secundaria.
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O fator de temperatura € uma medida de mobilidade em sistemas cristalinos,
relacionado as vibragBes térmicas dos atomos num cristal em torno das suas posicdes de
equilibrio. Modificando a densidade eletronica, estas oscilagdes alteram a capacidade de
espalhamento do &tomo, interferindo na resolucdo dos picos de difracdo (que podem ser
associados a &tomos cujas posi¢des ndo sdo muito bem definidas na célula unitaria). Desta
forma, estes picos representam uma medida indireta de mobilidade.“®

Cristais de sistemas complexos possuem caracteristicamente valores altos de
mobilidade (vibracdo térmica) em sua rede cristalina. O fator B (obtido experimentalmente
por cristalografia) pode alcangar valores de 50 A? para solucdes saturadas de proteinas e
outras macromoléculas bioldgicas. De fato, este € um valor relativamente alto se comparado
aos valores tipicamente obtidos para cristais inorganicos e organicos, da ordem de 1 e 20 A?,
respectivamente. O fator B de temperatura se relaciona ao deslocamento quadratico médio

RMSD por uma férmula simples:“®

B= g 7 (RMSD)? (24)

Desta forma, pode-se relacionar o RMSD (ou o desvio quadratico médio das posicdes
atdbmicas de uma proteina) obtido de uma trajetéria de DM com um observavel experimental
(B). No presente trabalho, foram empregadas particularmente duas definicdes de RMSD
(dentre as inGmeras variantes existentes) que sdo importantes analises no contexto de
simulacdes de proteinas: evolugdo temporal do RMSD, ou simplesmente RMSD, e a média de
RMSD por atomo, também conhecido como RMSF.

O RMSD calcula o desvio padrdo médio quadratico para todos os atomos da proteina,

conforme a férmula a seguir; %%

1
N 2
1
RMSD(t,) = [M Z m; [|r;(t;) — r10”2] (25)
i=1
N
M = m; (26)
2

Sendo ri(t;) e rip as posicdes do atomo i, respectivamente, nos tempos t; e to; m; a massa do
atomo i; N o numero de atomos da macromolécula; e M o somatério da massa de todos 0s

atomos da macromolécula, conforme apresentado na Equacéo (26).
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Ou seja, 0 RMSD é utilizado para estimar os desvios médios da estrutura da proteina,
em relagdo a estrutura de referéncia (onde to = 0 ns), no decorrer da simulacdo. Assim, é
vislumbrada a evolugdo da mudanca estrutural total da molécula ao longo da simulagdo. O
RMSD pode ser calculado para os atomos da cadeia principal, para os &omos de carbono alfa
(Car), ou outras opgdes disponiveis no programa g_rms do pacote GROMACS.

O RMSF calcula o desvio padrdo das posi¢des atdmicas ao longo da simulagéo com
relacdo as posicBes de uma estrutura tomada como referéncia, conforme apresenta a formula a

sequir: 86V

2

S
1
RMSF = RMSD; = | E Ir: (&) = roll” (27)
=1

Sendo ri(t;) e rip as posi¢des do atomo i, respectivamente, nos tempos tj e to. S 0 nimero de
configuracbes consideradas para o atomo i; ¢ At o intervalo de tempo entre cada passo
gravado na trajetéria de DM. Assim, multiplicar S por At resulta no tempo total de simulagéo.
Ou seja, 0 RMSF calcula a media dos valores de RMSD de todos 0s passos de uma trajetoria
de DM para cada atomo (ou residuo) especificamente, dando uma ideia das flutuacdes de

4tomos (residuos ou regides) da proteina ao longo da simulag&o®®.

Para a realizacé@o de analises bem sucedidas relacionando sequéncias de aminoacidos e
estrutura de proteinas, é necessario uma definicdo precisa de estrutura secundaria. As analises
estruturais, do presente trabalho, foram realizadas utilizando o programa DSSP® (do inglés
Dictionary of Protein Secondary Structure) do pacote GROMACS. Partindo de uma definicéo
de ligaces de hidrogénio, o DSSP define as n-voltas e 0s segmentos £ (do inglés, n-turns e
bridges, respectivamente); e, baseado nestas, define as a-hélices (do inglés, a-helix) e as
fitas-p pareadas (do inglés, p-ladders). Entre as caracteristicas geometricamente definidas,
encontram-se as dobras (do inglés, bends). A seguir sdo apresentadas algumas defini¢Ges

estruturais empregadas no programa DSSP®Y:

Ligacdes de Hidrogénio (LH): as ligacdes de hidrogénio em proteinas apresentam pequena

sobreposicao de funcdes de onda, sendo bem descritas por um modelo eletrostatico:

E=aa [(r(OlN)>+ (r(gH)>+ (r(OlH)>+ (r(cl'N))] (28)
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Na Equacdo (28) q; e g, sdo as cargas parciais, sendo que para 0s atomos de carbono (C),
oxigénio (O), nitrogénio (N) e hidrogénio (H) tém-se, respectivamente, as seguintes cargas
parciais: +qi, -1, -02 € +02. Enquanto r(*) é a distancia entre o par de atomos indicado
entre parénteses.

Estruturas secundarias definidas com base em padrdes de ligacoes de hidrogénio:

n-Voltas (ou do inglés, n-Turns): o padrdo béasico das ligacbes de hidrogénio (LH),
envolvidas nas n-voltas, € do tipo (i, i + n). A ligacdo de hidrogénio se estabelece do residuo
CO (i) ao residuo NH (i + n):

n-voltas (i) =LH (i, i+ n) ,sendon=34,5.

Hélices: uma hélice minima é definida por 2 n-voltas consecutivas. Com base nos tipos de
n-voltas sdo definidos trés tipos de hélices minimas: 3-hélice, 4-hélice e 5-hélice (conforme
mostrado na Figura 14). Hélices maiores séo definidas pela sobreposicdo de hélices minimas.
Assim, a sobreposicéo de 3-hélices gera uma 3,10-hélice; a sobreposicao de 4-hélices gera uma

a-hélice; e a sobreposicao de 5-hélices gera uma mn-hélice.

!>‘ !3! !3! |<‘
-N-C-C--N-C~C--N-C-C-~N-C-C- residuos
H O H 0O H 0 H 0
> <
LH a)
!>! ‘4‘ ‘4‘ ‘4! |<!
-N~C-C--N-C-C——N-C-C~-N-C-C--N-C-C- residuos
H 0 H 0 H 0 H 0O H 0
> < LH b)
|>! !5! !Sl !Sl !5‘ |<|
-N-C-C~--N-C-C-=-N-C-C~-N-C—~C--N-C-C~-N-C~C- residuos
H 0 H 0 H 0 H 0 H 0 H 0
> < LH

c)
Figura 14: Representacdo esquematica da formacdo da ligacdo de hidrogénio (LH)
estabelecida entre os grupamentos CO (i) e NH (i + n) na cadeia polipeptidica que define os

diferentes tipos de n-voltas: a) 3-volta; b) 4-volta; ¢) 5-volta (imagens adaptadas do artigo de
Kabsch e Sander)®V.
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Segmento B (ou do_inglés, f-Bridge): um segmento [ ocorre entre 0s residuos i e j, se

existirem duas ligagcdes de hidrogénio caracteristicas de estrutura 3, em particular:

Segmento B paralelo (i,j) = [LH (i - 1, j) and LH (j, i + 1)]

Segmento B anti-paralelo (i,j) = [LH (i, j) and LH (j, i)]

Fitas-p pareadas e Folhas-p (ou do inglés, g-ladders e #-sheet, respectivamente):

- Fitas-g pareadas: conjunto de um ou mais segmentos 5, de igual tamanho,
consecutivos;

- Folhas-g: conjunto de uma ou mais fitas-f pareadas conectadas por residuos
compartilhados.

De maneira equivalente, pode-se dizer que duas fitas conectadas constituem uma
estrutura que aqui denominamos de fitas-f pareadas (ou p-ladder). Assim, uma estrutura
formada de trés fitas pareadas possui duas fitas-p pareadas (B-ladders) e uma folha-g
(B-sheet). A Figura 15, a seguir, apresenta um esquema das ligacdes de hidrogénio nos
segmentos f§ paralelo e anti-paralelo.

M—
!

-N-C-C--N-C-C--N-C~C- residuos  -N-C-C--N-C-C--N-C-C- residuos
H Q H 0 H 0 H 0O H 0O H a
M LS ro T
“ 7 ‘- : | 1 1 1
v i LH (—) Lo LH (—)
l’ . l' 1 1 : 1 :
. . ] L ) ] [ ] 1 [ ]
H 6 ;'1 6 1"1 O 0 ' (I) é (.) H
residuos H residuos
L CmmNCrCmN-CmC ~C-C-N~-C—C-N-~C-C-N-
1X1
a) Segmento p paralelo; b) Segmento B anti-paralelo.

Figura 15: Representacdo esquematica das ligacdes de hidrogénio (LH) na estruturas:

a) Segmento B paralelo; b) Segmento B anti-paralelo (imagens adaptadas do artigo de Kabsch
e Sander)®Y.

Estrutura secundaria geometricamente definida:

Dobras (ou do _inglés, bends): sdo espécies com alta curvatura. Define-se a curvatura da

cadeia, em um residuo central i de 5 residuos, como o angulo entre a dire¢cdo da cadeia

principal dos trés primeiros residuos e, a dos trés ultimos. Para existir uma dobra no residuo
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central i, € necesséario uma curvatura de pelo menos 70°, conforme apresentado na Figura 16,

a seqguir.

TST
i-2 i-1 i it1 i+2
~-N-C-C--N-C~C--N~C-~C—--N-C-C--N-C-C- residuos
H 0O H 0O H 0 H 0 H 0
! - - —> 1 - - > angulo entre (d1) e (d2) > 70°
dire¢do dos 3 primeiros  direcio dos 3 ultimos
residuos (d1) residuos (d2)

Figura 16: Esquema da curvatura para as dobras (bends), indicando um angulo (>70°) entre a
direcdo dos 3 primeiros residuos e a dire¢do dos 3 ultimos residuos do fragmento da cadeia
polipeptidica em questéo (imagem adaptada do artigo de Kabsch e Sander)®©V.

Com base nessas definicdes de estrutura secundaria & possivel realizar analises
estruturais das proteinas simuladas. Na analise de DSSP é produzido um grafico que relaciona
0 tipo de estrutura secundaria que cada residuo da cadeia polipeptidica (eixo y) possui ao
longo do tempo de simulacdo (eixo x). Na analise de SCOUNT, é produzido um grafico que
relaciona o nimero de residuos (eixo y) envolvidos em cada tipo de estrutura secundaria ao
longo do tempo (eixo x) de simulacdo. Por fim, as imagens de estruturas de proteinas

apresentadas neste trabalho foram produzidas utilizando o programa SPDBV®?.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO



51 COMPARACAO DE CAMPOS DE FORCA
51.1 GROMOS, AMBER e OPLS

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de simulagéo adequado para 0 processo de
alteracdo conformacional da proteina prion celular simulada sob pH é&cido (pH < 4), foi
avaliado o desempenho (durante 50 ns) de trés dos mais utilizados campos de forca para o
estudo de sistemas bioldgicos: GROMOS 96 53262, AMBER99¢ ) e OPLS-AA®®). Para
garantir o pH baixo dos sistemas, 0s residuos Asp, Glu e His foram protonados, assumindo 0s
tipos ASPH, GLUH e HISH no campo de forca GROMOS. A Tabela | apresenta a

composicao dos diferentes sistemas simulados.

Tabela I: Numero de moléculas e ions de cada um dos sistemas simulados.

Solvente
Simulacdo  (H,0) Proteina Na® CI
AMBER 10951 1 31 45
GROMOS 10892 1 30 44
OPLS 13153 1 39 53

Observando o grafico de RMSD (Ca), Figura 17a, verifica-se que os campos de forca
GROMOS e OPLS convergem nos dltimos 10 ns aos valores de, respectivamente, 0,55 e

0,45 nm, enquanto AMBER apresenta convergéncia em 0,57 nm a partir de 30 ns de

simulacéo.
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Figura 17: Gréficos de: @) RMSD (Ca) em funcdo do tempo de simulagdo; b) RMSF (Ca) em
funcdo do residuo, obtido sobre os Gltimos 5 ns de simulacdo para cada um dos campos de
forca GROMOS, AMBER e OPLS. No grafico de RMSF (Ca), as flechas rosas indicam a

localizagéo das fitas-p originais (S1 e S2; presentes na estrutura inicial de 2PRP) e as caixas

azuis indicam a localizagdo das hélices (H1, H2 e H3) nas estruturas protéicas simuladas.
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Figura 18: Gréaficos de estrutura secundaria dos residuos de aminoacidos em funcdo do
tempo de simulacdo (criados empregando o programa DSSP) para os campos de forca:
a) AMBER; b) GROMOS; c) OPLS. Para cada cor nos graficos corresponde uma estrutura
secundaria, a saber: [J alca (coil), B folha-B (B-sheet), M segmento P (B-bridge),
B dobra (bend), O volta (turn), M a-hélice (A-helix), B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice
(3-helix).
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No grafico de RMSF (Ca), Figura 17b, as flechas rosas indicam a localizagcdo das
fitas-B originais (S1 e S2; presentes na estrutura obtida do banco de dados PDB: 2PRP) e as
caixas azuis indicam a localizagdo das helices (H1, H2 e H3) nas estruturas protéicas
simuladas. As mobilidades observadas nas curvas de RMSF (Ca) podem ser melhor
compreendidas analisando-as em conjunto com os graficos de estrutura secundaria (DSSP),
Figura 18, no intervalo de 45 a 50 ns. No intervalo de 109-130 aa (aminoacidos) a simulacdo
com o campo de forca OPLS possui um patamar de alta flexibilidade correspondente a sua
regido N-terminal desestruturada. Nesse mesmo intervalo, o campo de forca GROMOS
apresenta um pico (Figura 17b) em torno de 125 aa indicando uma dobra (bend) flexivel
conectando as duas fitas-p (S1 e S3) na regido N-terminal. Ja o campo de forca AMBER
apresenta baixa flexibilidade no intervalo de 109-130 aa (Figura 17b) devido a formacéo de
uma folha-p consistente.

De maneira geral, os trés campos de for¢a apresentam mobilidades intermediarias nos
intervalos 140-160 e 170-190 aa (Figura 17b) que compreendem, respectivamente, as o-
hélices 1 e 2 (H1 e H2). Observa-se ainda que as curvas de RMSF (Ca) na regido de 140-190
aa para os campos de forca GROMOS e OPLS apresentam maior flexibilidade em
comparacgdo a curva do campo de forca AMBER. Isso se deve ao fato de que os campos de
forca GROMOS e OPLS apresentam uma maior desestruturagdo das a-hélices 1 e 2 (H1 e
H2), enquanto o campo de forca AMBER possui essas mesmas a-hélices bem conservadas
(como pode ser visto nos graficos da Figura 18). Por fim, nas curvas de RMSF (Ca) dos trés
campos de forca, a a-hélice 3 (H3) esta associada a uma regido de baixa mobilidade
(intervalo 205-215 aa), enquanto as fitas-B, S1 e S2, estdo relacionadas a vales de baixas
mobilidades centrados, respectivamente, em 130 aa e 160 aa.

Analisando em conjunto os graficos de estrutura secundaria das Figuras 18 (DSSP) e
19 (SCOUNT), constata-se que, para o campo de forca AMBER, o decaimento do contetdo
a-helicoidal observado nos primeiros 30 ns de simulacéo é substituido por um acréscimo nos
20 ns posteriores. Assim, ao término da simulacéo, tem-se um ganho de conteudo a-helicoidal
em relacdo a estrutura de partida. Observa-se ainda, para o campo de forca AMBER, que a
partir de 23 ns ocorre a formacdo de uma fita- compondo um nticleo de folhas-f consistente
na regido N-terminal. Este ndcleo sofre um incremento significativo de residuos de
aminodacidos nos Gltimos 5 ns de simulacdo. Para o campo de forca GROMOQOS, verifica-se o
surgimento de uma fita-B estdvel (na regido N-terminal) que promove um acréscimo de
contetdo de folhas-p a partir de 15 ns de simulagdo. O campo de forga OPLS ndo promove a

formacéo de uma fita-p na regido N-terminal, mantendo seu contetdo de folhas-f
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aproximadamente constante e inalterado ao longo da simulagéo. Por fim, os campos de forca
GROMOS e OPLS apresentam diminui¢cdo (mais acentuadamente o OPLS) do conteudo a-
helicoidal em funcéo, principalmente, da desestruturacdo dos residuos das hélices 2. Sendo
que somente o campo de forca GROMOS apresentou uma dobra (bend) no lugar dos residuos

finais da hélice 2 durante quase todo o intervalo de tempo de simulacéo.
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Figura 19: Gréaficos de namero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em
funcdo do tempo de simulacdo: a) AMBER; b) GROMOS; c) OPLS. Para cada cor nos
graficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber: B Structure, B alca (coil),
folha-p (B-sheet), @ segmento B (B-bridge), T dobra (bend), I volta (turn), 1 a-hélice
(A-helix), B 5-hélice (5-helix) e E 3-hélice (3-helix).

A Figura 20 apresenta imagens dos fragmentos protéicos para os campos de forca
GROMOS, AMBER e OPLS em diferentes instantes de tempo de simulacdo. Essas imagens
permitem visualizar a evolu¢do das estruturas ao longo das simulacGes. De fato, essas
imagens corroboram 0s resultados das analises de estrutura secundaria (Figuras 18 e 19),
indicando um alto contetdo de folhas-p para o campo forca AMBER, seguido pelo campo de
forca GROMOS, e um contetdo de folhas-p praticamente inalterado (em relacdo ao inicio da

simulacdo) para o campo de for¢a OPLS.
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[ 4

d) GROMOS 30ns e) AMBER 45ns 7 f) OPLS 30ns

Figura 20: Imagens correspondentes a determinados instantes de tempo das simulacdes
(criadas com o programa SPDBV): a) GROMOS em t = 0 ns; b) AMBER em t = 0 ns; c)
OPLSemt=0ns; d) GROMOS emt=230ns; e) AMBER emt=45ns; f) OPLSemt = 30

ns.

5.1.2 GROMOS e AMBER: estendendo as trajetorias

Como o AMBER foi o campo de forca que apresentou o maior acréscimo de folhas-f
na regido N-terminal e uma vez que esse acréscimo acentuado surgiu somente nos ultimos 5
ns, € importante estender a trajetoria desta simulacdo. Com isto pretende-se verificar se o
nacleo de folhas-p formado ¢, de fato, estavel e se o conteudo a-helicoidal permanecera
aumentando ou se retornard ao patamar observado nos primeiros 30 ns de simulacdo. O
campo de forca GROMOS, por sua vez, além de apresentar um aumento significativo de
folhas-p (embora em menor extensdo que o campo de forca AMBER) na regido N-terminal,
também apresentou uma diminuigdo de contetido a-helicoidal nos altimos 10 ns de simulacgéo.

Assim, as trajetdrias das simulacdes dos campos de forca AMBER e GROMOS foram
estendidas, até 100 ns, com o intuito de verificar se a tendéncia de formacdo de folhas-f na
regido N-terminal seria mantida. O campo de forca OPLS nédo foi incluido nesta etapa de
extensdo das trajetdrias por ter apresentado baixa tendéncia a formacéo de uma nova fita-p na

regido N-terminal.
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Figura 21: Graficos de RMSD de Co em fungdo do tempo de simulagdo para as trajetorias

estendidas dos campos de forca AMBER e GROMOS.

Analisando o grafico de RMSD (Ca), Figura 21, observa-se que para o campo de forca
AMBER o patamar que havia sido alcangado em 50 ns (em torno de 0,57 nm) é basicamente
mantido até o final da simulacdo. No entanto, o campo de forca GROMOS que até 50 ns
havia apresentado um patamar de convergéncia (em torno de 0,55 nm) inferior ao do
AMBER, termina a simulacdo com um valor de RMSD (Ca) superior ao de AMBER. De fato,
a partir de 60 ns de simulagdo, a curva de RMSD (Ca) do campo de forca GROMOS
apresenta um perfil crescente, indicando que a estrutura continua se alterando em relacdo a

estrutura de partida (de 0 ns) e termina a simulacdo com um valor de cerca de 0,65 nm.
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Figura 22: Graficos de RMSF (Ca) em fungéo do residuo para as simulagdes estendidas dos

campos de forca AMBER e GROMOS representando diferentes intervalos de tempo de
simulagdo: a) 50 a 60 ns; b) 90 a 100 ns. No grafico de RMSF (Ca), as flechas rosas indicam
a localizacdo das fitas-p originais (presentes na estrutura inicial de 2PRP) e as caixas azuis

indicam a localizagdo das hélices (H1, H2 e H3) nas estruturas proteicas simuladas.
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Analisando os gréaficos de RMSF (Ca), Figura 22, observa-se que o perfil da curva do
campo de forca AMBER entre 50-60 ns (ver Figura 22a) e 90-100 ns (ver Figura 22b) é
basicamente 0 mesmo. Isto indica que o fragmento protéico simulado por este campo de forca
ndo estd mais sofrendo significativas mudancas estruturais no intervalo de 50 a 100 ns de

simulagé&o.
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Figura 23: Gréfico de estrutura secundaria dos residuos de aminoacidos em funcédo do tempo
de simulacgéo (criados empregando o programa DSSP) para : a) AMBER; b) GROMOS. Para
cada cor nos graficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber: & alca (coil), B folha-
B (B-sheet), W segmento B (B-bridge), ™ dobra (bend), O volta (turn), W g-hélice
(A-helix), B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice (3-helix).

A curva de RMSF (Ca) do campo de forca GROMOS, por outro lado, mostra
mobilidades bastante diferentes nos intervalos de 50-60 ns (ver Figura 22a) e 90-100 ns (ver
Figura 22b). A Figura 22a mostra que de 50-60 ns o campo de forca GROMOS apresenta um
pico de alta mobilidade, em torno de 195 aa, em sua curva de RMSF (Ca), o que confere com

a maior desestruturagdo dos residuos finais da a-hélice 2 (H2) neste intervalo (conforme
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mostra a Figura 23b). Este pico, no entanto, ¢ visivelmente suavizado na curva de RMSF (Ca)
no intervalo de 90-100 ns (Figura 22b), uma vez que nesse intervalo hd uma regeneracéo de
residuos, que voltam a assumir estrutura a-helicoidal. Analisando ainda a curva de GROMOS,
Figura 22b, observa-se que a regido N-terminal é marcada por um patamar de alta mobilidade,
0 que confere com o fato de que nos 10 ns finais de simulacdo ocorre uma perda significativa
de contetido de folhas-p nessa regido (conforme se pode observar pela Figura 23b em torno de
120 aa). Verifica-se ainda, pela Figura 23b, que os residuos finais da a-hélice 1 (H1) e parte
dos residuos finais da a-hélice 2 (H2) do campo de forca GROMOS sdo reestruturados até o

final da simulagéo.
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Figura 24: Graficos de namero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em
funcdo do tempo de simulacdo para: a) AMBER; b) GROMOS. Para cada cor nos graficos
corresponde uma estrutura secundaria, a saber: B Structure, B alca (coil), ® folha-B
(B-sheet), M segmento B (B-bridge), O dobra (bend), 0 wolta (turn), 0  a-hélice
(A-helix), B 5-hélice (5-helix) e M 3-hélice (3-helix).

Avaliando a Figura 24a, observa-se que o contetdo de folhas-f do campo de forca
AMBER é constante ao longo do intervalo de 50-100 ns de simula¢do, enquanto o seu
conteudo a-helicoidal aumenta ao final desse intervalo. No que diz respeito ao campo de forca
GROMOS, verifica-se pela Figura 24b que o seu conteudo de folhas-B decai continuamente

no intervalo de 50-100 ns de simulagdo. Por outro lado, o conteudo a-helicoidal do campo de
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forca GROMOS aumenta continuamente ao longo desse intervalo de simulagdo, assim como

ocorre com o AMBER.

bk

/¢) GROMOS 100ns

e) AMBER 80ns

h) AMBER 50100 ns

Figura 25: Imagens correspondentes a determinados instantes de tempo das simulacdes
(criadas com o programa SPDBV) para: a) GROMOS em t = 50 ns; b) GROMOS em t = 80
ns; ¢) GROMOS em t = 100 ns; d) AMBER em t = 50 ns; €) AMBER em t = 80 ns; f)
AMBER em t = 100 ns. Sobreposicdo de imagens (SPDBV) correspondentes aos instantes de
tempos de 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ns para: g) GROMOS; h) AMBER.

As imagens da Figura 25 mostram a evolucdo dos fragmentos protéicos simulados
com os diferentes campos de forca. Comparativamente, verifica-se pelas imagens (da Figura

25a até a Figura 25f) que o campo de forca AMBER apresenta maior conteido de folhas-p e

65



de a-hélices, ao longo da simulagdo, do que o campo de forca GROMOS. As Figuras 259 e
25h, por sua vez, mostram imagens sobrepostas coletadas de 50 a 100 ns (a cada 10 ns) de
simulacdo para cada um dos campos de forca. Por estas imagens, verifica-se que, de fato, o0 a
estrutura simulada pelo campo de forca AMBER oscila muito menos que a simulada pelo
GROMOS como havia sido anteriormente discutido nas analises deste capitulo.

5.1.3 Conclusdes Parciais

Pela analises de RMSD (Ca), RMSF (Ca) e de estrutura secundaria apresentadas na
Secdo 5.1.1, observou-se uma perda mais acentuada de residuos a-helicoidais nas simulacoes
realizadas com os campos de forca GROMOS e OPLS. Por outro lado, somente os campos de
forca GROMOS e AMBER apresentaram aumento de folhas- em funcdo do surgimento de
uma fita-p na regido N-terminal. Embora essas alteragdes conformacionais ndo fornegcam um
nucleo de folhas-p ideal, os resultados para este intervalo de tempo de simulagdo indicam que
o campo de forca GROMOS ¢ o mais adequado para a avaliar 0 processo de conversdo
estrutural da proteina prion celular simulada sob baixo pH. Isso porque a simulagdo com o
campo de forga GROMOS foi a tnica que resultou em diminuigdo de conteudo a-helicoidal e
aumento de folhas-p no intervalo de tempo avaliado.

Na Se¢do 5.1.2 foram apresentados os resultados da extensdo das trajetdrias das
simulacdes com os campo de forca GROMOS e AMBER (escolhidos para esta etapa por
terem apresentado maior rendimento na formacao de folhas-p). As andlises indicaram que o
campo de forca AMBER apresentou maior conteudo de folhas-f e de a-hélices do que o
GROMOS. De fato, o campo de forca AMBER apresentou pouca oscilacdo estrutural no
intervalo de 50-100 ns de simulacdo, enquanto o campo de forca GROMOS ndo manteve as
folhas-p na regido N-terminal até o final da simulacéo.

Em suma, o campo de forca AMBER foi mais eficiente no quesito formacédo de folhas-
B, enquanto o GROMOS foi mais eficiente na desestruturacdo das a-hélices. O ideal seria um
campo de forca que apresentasse 0s dois eventos simultaneamente, conforme a ideia original
de transicdo conformacional da proteina prion celular. Para elucidar melhor as diferencas de
comportamento estrutural entre estes campos de forca é importante que também sejam

comparados os seus desempenhos na simulacéo do fragmento protéico em pH neutro.
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5.2 INFLUENCIA DA FORMA DE PROTONAC;AO DOS AMINOACIDOS
5.2.1 Investigagdo dos estados de protonacao da Histidina (HisA, HisB e HisH)

Continuando com o objetivo de estabelecer um protocolo de simulagéo, buscou-se
estudar os estados de protonacao dos residuos histidina e seu efeito sobre a estrutura simulada
em pH neutro. Esta etapa do procedimento foi inicialmente desenvolvida com o intuito de
minimizar o contetdo de fitas-p na regido N-terminal da estrutura simulada em pH neutro.

O aminoacido histidina, juntamente com a lisina e a arginina, pertence ao grupo de
cadeia lateral R positivamente carregada (categoria também conhecida como a de
aminoacidos béasicos). A cadeia lateral da histidina é composta pelo grupo aromético imidazol
e pode estar tanto carregada positivamente (forma protonada) como ndo carregada em pH 7
(ver Figura 26), uma vez que € 0 Unico aminoacido que possui uma cadeia lateral com pK,
proximo da neutralidade®®. Assim, em pH neutro a histidina pode ou ndo estar carregada,

dependendo do ambiente quimico ao seu redor.?
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Figura 26: Representacdo bioquimica do aminoacido histidina com a cadeia lateral:
a) carregada positivamente; b) ndo-carregada (imagens adaptadas do livro Principios de

Bioquimica de Lehninger).®?

Além da possibilidade de existir nas formas neutra e carregada positivamente em pH
neutro, a histidina possui ainda dois tipos de representacdo estrutural para a forma neutra. 1sso
ocorre em funcdo de a cadeia lateral da histidina possuir ressonancia no grupo imidazol. Desta
forma, qualquer um dos 4&tomos de nitrogénio do anel pode ser protonado, dando origem as

duas formas neutras para a histidina: os tautdbmeros o e & (ver Figura 27) nos quais,
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respectivamente, 0s nitrogénios o e & sdo protonados. Obviamente, esses tautdbmeros possuem
diferentes valores de pK,, sendo o tautbmero ¢ mais acido que o tautbmero ¢ (0 pKa do
tautomero 6 é de 6,6 enquanto o do tautdmero & ¢é de 7,0).(83) Desta forma, dadas as
peculiaridades do aminodcido histidina, deve-se tomar cuidado ao selecionar
computacionalmente o seu estado de protonagdo para representar um dado pH (ou faixa de

pH).

\..
N

\

Forma Neutra: N /N Forma Neutra:
Tautdémero € \_ ,!| _J Tautémero o
Forma Acida

Figura 27: Representacdo dos estados idnicos e tautoméricos da cadeia lateral do aminoacido
histidina. O equilibrio entre as diferentes formas da histidina se deve a ressonancia que ocorre
no grupamento imidazol da cadeia lateral. Esta ressonancia permite que qualquer um dos
atomos de nitrogénio do anel seja protonado, dando origem a duas formas neutras possiveis
para 0 aminoacido histidina: os tautdmeros o e £ nos quais, respectivamente, 0s nitrogénios o e

¢ Sao protonados.

De fato, a questdo da protonacdo dos residuos histidina em pH neutro é bastante
delicada e uma estrutura protéica pode, inclusive, possuir parte de seus residuos histidina
neutros e parte protonados em pH neutro. Na literatura ha trabalhos nos quais a forma da
histidina protonada (HisH; em conjunto com os acidos asparticos e glutamicos desprotonados)
foi empregada para representar todos os residuos histidina de um fragmento (residuos 125-

228) da proteina prion celular humana simulada em um pH levemente acido (em torno de
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5).4 Por outro lado, um estudo sistematico de manipulagdo de pK, de residuos histidina,
realizado por Langella e colaboradores®, indica que a proteina prion celular humana
(fragmento 125-228) apresenta dois de seus residuos histidina (155 e 187) neutros e dois
outros residuos histidina (140 e 177) preferencialmente protonados sob condicbes
fisiolégicas (pH 7,0). Desta forma, a selecdo do estado de protonacdo dos residuos histidina
pode influenciar os resultados das simulagGes computacionais da proteina prion celular em pH
neutro.

No presente trabalho, foi empregado o campo de forca GROMOS 96 53a6?

para
investigar os diferentes estados de protonacdo da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos
histidina e sua influéncia no conteido de estrutura secundaria do fragmento de proteina prion
celular do hamster Sirio. Para isso, foram realizadas varias simulagdes com diferentes estados
de protonagdo dos 4 residuos histidina (localizados nas posi¢des 111, 140, 177 e 187)

presentes no fragmento protéico.
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a) HISH; b) HISB (tautémero g); c) HISA (tautdomero 8).

Figura 28: Representacdes do aminoacido histidina conforme o campo de forca GROMOS:
a) HISH, com nitrogénios ND1 e NE2 protonados e com uma carga resultante de +1;
b) HISB, com o nitrogénio NE2 protonado e com carga resultante nula; ¢) HISA, com o
nitrogénio ND1 protonado e com carga resultante nula. HISH € a representacdo da histidina
carregada, enquanto HISA e HISB sdo ambas formas neutras da histidina. (Adaptado de
Biomolecular Simulation: The GROMOS 96 Manual and User Guide)®®.
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No campo de forca GROMOS, a histidina possui duas representacdes neutras (HISA e
HISB) e uma éacida (ou protonada; HISH). Assim, o préton pode estar (conforme apresentado
na Figura 28) no nitrogénio ND1 (HISA), no nitrogénio ND2 (HISB) ou em ambos (HISH).
Por padréo estas sele¢bes séo feitas automaticamente de forma a produzir a conformacéo ideal
para o estabelecimento de ligacGes de hidrogénio. Com base em critérios geométricos,
especificados pelo angulo hidrogénio-doador-aceptor e pela distancia doador-aceptor
maximos, as ligacdes hidrogénio sdo definidas®®.

Tabela I1: Numero de moléculas e ions de cada um dos sistemas simulados, e a forma de
protonacdo dos residuos de aminoacidos histidinas, acidos asparticos e glutdmicos em cada

uma das simulacgdes.

Simulaggo S‘()L"’Z%‘)te Proteina Na® CI' HIS111 HIS140 HIS177 HIS187 ASP's GLU's
Neutro 13161 1 40 39 HisB HisB HisA HisB Asp Glu
Neutro HisB 13158 1 40 39 HisB HisB HisB HisB Asp Glu
Neutro:HisA 13161 1 40 39 HisA HisA HisA HisA Asp Glu
Neutro_HisA HisB 13158 1 40 39 HisA HisA  HisB  HisB  Asp  Glu
Neutro_HisB_HisA 13158 1 40 39 HisB  HisB  HisA  HisA  Asp  Glu
Neutro_HisH 13161 1 39 42 HisH  HisH  HisH  HisH  Asp  Glu
Protonado 10892 1 30 44 HisH HisH HisH HisH  AspH GluH

*Sendo HisB (tautomero ¢), HisA (tautomero 6) e HisH (histidina carregada) as trés formas de
protonacdo possiveis para os aminoacidos histidina; Asp e Glu, os acidos desprotonados; e AspH e
GluH, os acidos protonados. Esses estados de protonagdo sdo definidos conforme o padrdo dos
residuos do GROMOS 96 53a6®?.

Inicialmente foi simulada uma estrutura em pH neutro na qual os quatro residuos
histidina foram protonados conforme o padrdo do GROMACS (residuos 111, 140 e 187:
HISB; residuo 177: HISA). A esse sistema foi dado o nome de Neutro. Na sequéncia, visando
explorar as possiveis combinacBes de estados de protonacdo dos residuos histidina em pH
neutro, foram produzidos outros sistemas para simulacdo: Neutro HisB (residuos 111, 140,
177 e 187 = HISB), Neutro_HisA (res. 111, 140, 177 e 187 = HISA), Neutro_HisA_ HisB
(residuos 111 e 140 = HISA, residuos 177 e 187 = HISB), Neutro_HisB_HisA (residuos 111
e 140 = HISB; residuos 177 e 187 = HISA) e Neutro HisH . Todos os sistemas neutros
acima mencionados foram produzidos empregando o modelo 13 do RMN e possuiam 0s
residuos Asp e Glu desprotonados, ou seja negativamente carregados. A Tabela Il, acima,

apresenta os componentes de cada um dos sistemas estudados neste capitulo.
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Pensando rigorosamente nos valores de pK, embora no presente texto tenha-se
denominado o sistema com 0s quatro residuos histidina protonados de Neutro HisH, este
sistema corresponde a um pH levemente &cido (entre 4,5-5,9; pois nesse intervalo de pH as
histidinas sdo carregadas positivamente e o0s é&cidos glutdmico e aspartico estdo
desprotonados, ou negativamente carregados, de acordo com a representacdo da estrutura
Neutro_HisH). Desta forma, a denominacdo Neutro_HisH é uma simples nomenclatura e o
fragmento protéico correspondente ndo representa um sistema em pH neutro.

Para manter um controle das diferengas estruturais, os resultados das simulagdes dos
sistemas “Neutros” foram comparados com o do sistema Protonado (residuos 111, 140, 177
e 187 = HISH; residuos Asp e Glu protonados, correspondendo a um valor de pH igual ou
menor que 3) ja apresentado no Secdo 5.1 (correspondendo a simulacdo do campo de forca
GROMOS) deste trabalho. Todas as simulagdes aqui apresentadas empregaram a estrutura 13
do RMN®® ¢ o campo de forca GROMOS 96 53a6%. As analises apresentadas a seguir

foram realizadas para simulacées de DM com duragdes de 15 ns.
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Figura 29: Gréafico de RMSD (Ca) em funcdo do tempo para as simulagfes: Protonado,
Neutro, Neutro HisA, Neutro HisB, Neutro HisA HisB, Neutro HisB_HisA e
Neutro_HisH.
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A manipulacdo das histidinas resultou em curvas de RMSD (Figura 29) e RMSF
(Figura 30) bastante distintas entre as diferentes simulagdes. As curvas de RMSD (Ca) de
Neutro_HisA HisB e Neutro _HisH apresentam valores superiores, as de Neutro e
Neutro_HisA mostram valores similares e as de Neutro HisB e Neutro HisB_HisA
apresentam valores inferiores & curva de Protonado. Pelos modelos de influéncia de pH da

literatura®® 7> 8

, quanto menor o pH do sistema, maior o valor de RMSD associado. Ou seja,
a curva de RMSD (Ca) da estrutura simulada em pH neutro deve ser inferior a da estrutura em
pH acido (ou especificamente, a simulacdo denominada de Protonado). Conforme este
modelo, podemos excluir a simulacdo de Neutro HisA_HisB como possivel candidato a

estrutura neutra.
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Figura 30: Gréafico de RMSF (Ca) em funcéo do residuo de amino&cido (obtido sobre os 15
ns de cada simulacdo) para as simulagcdes: Protonado, Neutro, Neutro HisA, Neutro_HisB,
Neutro_HisA HisB, Neutro HisB_HisA e Neutro HisH. As flechas rosas indicam a
localizacdo das fitas-p originais (presentes na estrutura inicial de 2PRP) e as caixas azuis

indicam a localizagdo das a-hélices (H1, H2 e H3) nas estruturas protéicas simuladas.
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Figura 31: Gréficos de estrutura secundaria dos residuos de aminoécidos em funcdo do tempo de simulagio

(criados empregando o programa DSSP): a) Neutro; b) Protonado; ¢) Neutro_HisA; d) Neutro_HisB; e)
Neutro_HisA_HisB; f) Neutro_HisB_HisA; g) Neutro_HisH.Para cada cor nos graficos corresponde uma

estrutura secundaria, a saber: [ alca (coil), L folha-B (B-sheet), | segmento B (B-bridge), L
dobra (bend), O volta (turn), B g-hélice (A-helix), B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice (3-
helix).
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Analisando os gréficos de estrutura secundaria (DSSP) da Figura 31, observa-se que,
de fato, as simulacGes Neutro, Neutro_HisA e Neutro_HisB_HisA produzem um conteldo
de folhas-f mais acentuado que Protonado (que é a estrutura simulada em pH &cido; mais
acido que Neutro_HisH) na regido N-terminal. Como este resultado esta em oposicdo ao que
sugere os modelos de estudo do e influéncia de pH, estas simulacbes sdo excluidas como
potenciais modelos para o pH neutro. Analisando ainda os graficos de estrutura secundaria,
Figura 31, observa-se que hd uma similaridade entre as regifes 145-219 de Neutro HisA e
Neutro_HisB_HisA e entre as de Neutro_HisB e Neutro_HisA_HisB. Mas nédo parece ter
uma semelhanca entre as regides 109-145 para as simulacbes Neutro HisA e
Neutro_HisA HisB e para Neutro_HisB e Neutro_HisB_HisA. Isso mostra que o estado
global de protonacéo da proteina influencia no contetdo estrutural da regido N-terminal, mas

as simulacOes precisam ser estendidas para verificar melhor este fato.
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Figura 32: Gréaficos de numero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em

!

[=]

funcdo do tempo de simulacdo: a) folhas B; b) a-hélices. As curvas nos graficos referem-se as
simulacGes de: Protonado, Neutro, Neutro HisA, Neutro HisB, Neutro HisA HisB,
Neutro_HisB_HisA e Neutro_HisH.

Desta forma, segundo as analises de RMSD (Ca) e estrutura secundaria (Figuras 31 e
32), verifica-se que a Unica estrutura (entre as estruturas em pH neutro) que apresentou baixo
contetdo folhas-p na regido N-terminal e RMSD (Ca) inferior a estrutura Protonada foi

Neutro_HisB. De fato, analisando os graficos de nimero de residuos envolvidos em tipos de
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estrutura secundéria ao longo do tempo de simulagdo, Figura 32, observa-se que
Neutro_HisB € a Unica simulagdo que apresenta simultaneamente menor contetdo de folhas-
B e maior conteudo a-helicoidal em comparacdo com Protonado.

Assim, pode-se, em primeira analise, selecionar Neutro_HisB como o melhor candidato a
representar a estrutura em pH neutro. Esta estrutura ainda esta distante do que sugere o modelo de pH
neutro, pois o valor de RMSD (Ca) e RMSF (Ca) sdo somente levemente inferiores a da estrutura
Protonada, porém o gréafico de estrutura secundaria, Figura 32 (SCOUNT), ja consegue distinguir
mais adequadamente os dois pH de estudo (Protonado: pH < 4; Neutros: pH = 7). De fato, escolhendo
a simulacdo Neutro_HisB a distingdo entre os pH (neutro e baixo) ainda ndo estd em uma situacao
ideal, mas ja mostra resultados mais de acordo com os modelos de influéncia do pH que se tem
descrito na literatura (em comparagdo com o que se tinha empregando a simulacdo Neutro para pH
neutro).

Conforme os estudos de Alonso e colaboradores®® (que trabalharam com estruturas
equivalentes ao que aqui denominamos de Protonado e Neutro, ou pH 7 e pH menor que 4,
empregando simulacfes de 10 ns), além de Protonado apresentar valores de RMSD (Ca) e
RMSF (Ca) superiores aos de Neutro, também apresenta maior contetdo de folhas-f3 e menor
conteido de a-hélices em relacdo a Neutro. No presente trabalho, no entanto, Neutro
apresentou um contetdo de folhas-p superior ¢ um contetdo de a-hélices inferior ao de
Protonado. Além disso, as curvas de RMSD (Ca) e RMSF (Ca) obtidas para Neutro
mostraram-se similares as de Protonado.

Um estudo de influéncia de pH foi ainda realizado por Campos e colaboradores!’.
Estes trabalharam com os valores de pH 2, 4, 5, 6 e 7 empregando o prion humano (fragmento
90-231) e constataram gque quanto maior o pH, maiores sdo os valores das curvas de RMSD
(Ca) ¢ RMSF (Ca). Aplicando esse resultado as simulagdes realizadas no presente trabalho,
equivaleria a dizer que a curva de RMSD (Ca) de Protonado (pH menor que 4) apresenta um
valor de convergéncia maior que o de Neutro_HisH (pH em torno de 5) que € superior a de
Neutro. No presente trabalho, no entanto, constatou-se que a curva de RMSD (Ca) de
Neutro_HisH (pH em torno de 5) é superior a de Protonado (pH menor que 4) que € similar
a de Neutro (pH 7). No que diz respeito as curvas de RMSF (Ca), essas apresentaram valores
similares. Ou seja, o0 presente trabalho ndo conseguiu reproduzir a tendéncia de pH verificada
nas simulagdes de Campos e colaboradores(™.

O grupo de Langella e colaboradores®”, por sua vez, realizou um estudo de influéncia
de pH (empregando simulacGes de 10 ns com o fragmento 125-228 do prion humano)

empregando estruturas com estados de protonacdo equivalentes ao que aqui denominamos de
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Neutro (correspondente a um pH 7) e Neutro_HisH (correspondente a um pH levemente
acido, em torno de 5). O grupo de Langella posteriormente desenvolveu também um estudo
detalhado de manipulacdo dos estados de protonacéo dos residuos histidina®® (localizados
nas posicoes 140, 155, 177 e 187 no fragmento protéico 125-228 do prion humano). Neste
estudo foram realizadas 5 simulagGes de dindmica molecular: PrPOH (todas histidinas
neutras), PrP2H (histidinas 140 e 177 protonadas, demais neutras), PrP3H (histidina 187
neutra, demais protonadas), PrP3H* (histidina 155 neutra, demais protonadas) e PrP4H (todas
as histidinas protonadas). Todas essas simulagfes apresentaram diferentes comportamentos,
inclusive possuindo diferentes curvas de RMSD (Ca). As simulacbes Neutro e
Neutro_HisH, do presente trabalho, correspondem, respectivamente, as simulacdes PrPOH e
PrP4H.

Os resultados de ambos os estudo do grupo de Langella® 8 mostraram que
Neutro_HisH apresentava uma curva de RMSD (Ca) superior a de Neutro, indicando que a
protonacdo dos residuos histidina implica em maiores alteragcdes da estrutura proteica. Além
disso, foi constatado que Neutro apresentava pouca oscilacdo em relagdo a estrutura de
partida, conservando bem as 3 hélices. Enquanto Neutro_HisH desnaturou o final da hélice 2
(H2) através da formacdo de uma dobra (bend) nessa regido e apresentou um aumento de
residuos da fita-f na regido N-terminal no intervalo de 4-6 ns de simulacdo. No presente
trabalho, Neutro_HisH também apresentou uma curva de RMSD () superior a de Neutro,
assim como o surgimento de uma dobra (bend) no lugar dos residuos finais da hélice 2 (a
partir de 9 ns de simulacdo). No entanto, Neutro apresentou ao longo de toda a simula¢do um
conteddo de fitas-B na regido N-terminal superior ao de Neutro HisH. Por outro lado,
Neutro HisH apresentou uma diminuicdo mais acentuada de numero de residuos a-
helicoidais.

Uma das alteracdes estruturais importantes de se destacar na simulacdo de
Neutro_HisH é a formacao de uma dobra (bend) no final da a-hélice 2 (H2). A justificativa
que Langella® e colaboradores d&o para essa alteracdo seria a formagdo de uma ligagdo
salina entre a histidina 187 e o acido glutamico 196. De fato, ambos residuos estdo presentes
na mesma posicdo da sequéncia do fragmento protéico do hamster Sirio empregado no
presente trabalho. Desta forma, a formacdo desta ligacdo salina parece ser o motivo da
desestruturacao da a-hélice observada em Neutro_HisH. Para cofirmar isso, é necessario
realizar uma analises de distancia deste par de residuos em funcdo do tempo de simulacéo.

Os resultados do presente trabalho, por outro lado, mostram que Neutro_HisH néo é a

tnica simulagdo que apresentou desestruturagdo da a-hélice 2 (H2) devido a formacdo de uma
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dobra (bend) em tal regido. Na verdade, a mesma alteracdo é observada em Neutro_HisA,
Neutro_HisB, Neutro HisA HisB e Neutro HisB_HisA (inclusive em Protonado). Isso
indica que diferentes combinacBes de formas neutras da histidina também proporcionam o
mesmo efeito que a protonagdo do residuo histidina na desestruturagdo desta a-hélice (H2).
De fato, Neutro foi a Unica simulagdo que ndo apresentou a formacéo de uma dobra (bend)
no lugar dos residuos finais da a-hélice 2 (H2).

Feitas essas consideragdes, retoma-se 0 caso da escolha da melhor simulagéo para
representar o pH neutro. Da literatura, conhece-se os diferentes tautomeros (6 € €) que sao
formas de representacdo da histidina neutra. A protonacdo padrdo do GROMACS que
resultou na simulacdo Neutro (residuos 111, 140 e 187 = HISB; residuo 177 = HISA)
corresponde a representacdo preferencial que os residuos histidinas assumem na forma neutra.
O tautomero & (HISB) ¢ preferencialmente selecionado para representar todos os residuos
histidina da proteina prion celular do hamster sirio (com excec¢do do residuo 177, que é
preferencialmente representado pelo tautomero & ou HISA). Desta forma, embora
Neutro_HisB tenha apresentado resultados mais condizentes com os modelos de influéncia
de pH (ou seja, menor contetido de folhas-p e maior contetdo de a-hélices, além de uma
curva de RMSD inferior a de Protonado), Neutro oferece a representacdo dos residuos

histidina na forma neutra mais condizente com o que se observa na literatura.
5.2.2 Conclusdes Parciais

Os resultados deste capitulo indicam que a alteracdo dos residuos histidina mostrou ser
capaz de produzir substancial diferenca no comportamento estrutural dos fragmentos
proteicos simulados. Desta forma, a manipulacdo dos residuos histidina é um ponto crucial
que deve ser considerado nos estudos de influéncia de pH. De fato, o estado de protonacéo
destes residuos parece estar intrinsecamente associado com a transicdo conformacional da
proteina prion celular, como ja havia sido relatado na literatura.

Por fim, embora Neutro_HisB tenha sido escolhido, inicialmente, como o melhor
candidato para representar a simulacdo em pH neutro, essa estrutura ainda esta distante dos
moldes do estudo de influéncia de pH. Além disso, é conhecido da literatura que a forma
neutra mais provavel de representacdo dos quatro residuos histidina, presentes no fragmento
protéico de estudo, € aquela que condiz com a da simulacdo que aqui denomina-se Neutro.
Esta ultima, no entanto, ndo apresentou resultados coerentes com os modelos de influéncia de

pH. Por esse motivo, estender esta trajetdria € um compromisso que deve ser cumprido antes
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de se tirar conclusGes mais rigorosas a cerca da relagdo entre as estruturas em pH neutro e
acido. Outra possibilidade para contornar esta probleméatica € manipular as condi¢des iniciais
das simulacdes, empregando diferentes estruturas de partida (obtidas do RMN) e
randomizando as velocidades iniciais. Desta forma, serd possivel verificar a reprodutibilidade
dos resultados obtidos.
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5.3 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICOES INICIAIS

Para verificar a reprodutibilidade dos resultados, optou-se por realizar estudos de
alteracdo das condigdes iniciais das simulagdes de influéncia do pH. Com isso, tem-se a
intencdo de excluir a possibilidade de as discrepancias observadas entre as diferentes
simulacdes estarem associadas a existéncia de flutuacGes estruturais maiores que o erro
sistematico implicito das simulages.

A trajetoria de uma simulacdo de dindmica molecular possui um erro intrinsecamente
associado, assim como cada uma das andlises. O erro associado a uma trajetoria pode ser
estimado analisando-se o intervalo de convergéncia de uma curva de RMSD em func¢do do
tempo de simulagcdo. Assim, estabelece-se uma valor médio que representa a conformacéo
média ao redor do qual se tem flutuacdes da estrutura global da macromolécula sob estudo. O
erro na trajetoria tambem pode ser estimado analisando-se diferentes blocos ao longo da
trajetoria (dentro de um intervalo de convergéncia). Para estimar o erro em uma analise (como
é 0 caso das analises Scount, etc.) é preciso analisa-la também em um intervalo de
convergéncia. Desta forma, pode-se estabelecer um valor médio ao redor do qual a analise
flutua. Além disso, também pode ser estimado o erro dentro de um conjunto de simulacdes,
realizando-se réplicas (ou tréplicas, etc.) do sistema simulado, de forma que toma-se um valor
médio para a propriedade analisada no conjunto replicado e estabelece-se um faixa ao redor
da qual esse valor flutua.

No presente trabalho as alteracGes estruturais associadas ao uso de diferentes
condices iniciais (empregando diferentes estruturas de RMN, ou seja diferentes
conformac6es iniciais, e randomizando as velocidades iniciais) ndo serdo avaliadas de um
ponto de vista quantitativo, mas sim apenas qualitativo. Isso significa que aqui tem-se
somente a intencdo de avaliar possiveis distintos comportamentos estruturais nas diferentes
simulacBes. Portanto, no presente trabalho ndo serdo estimados os erros associados as

analises e trajetorias.
5.3.1 Utilizacéo de diferentes conformacdes iniciais de RMN

Buscando verificar a influéncia de um conjunto de coordenadas iniciais diferentes,
foram utilizados como estruturas de partida para as simulacbes de DM os modelos 13 (ja
apresentado pela denominacdo Protonado nas Secdes 5.1 e 5.2) e 7 do RMN (PDB:
2PRP)"® que vamos aqui identificar, respectivamente, por Protonado_13 e Protonado_7. O

RMSD entre os modelos 7 e 13 (de 2PRP) é de: 0,311 nm, considerando somente 0s a&tomos
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de carbono-a (111 atomos C,); e de 0,403 nm, considerando todos os 891 atomos dos
fragmentos protéicos. Ambas as estruturas tiveram seus residuos Asp, Glu e His previamente
protonados (gerando para os dois primeiros cadeias laterais neutras e para o Ultimo, cadeia
lateral carregada positivamente) de forma a produzir sistemas em pH &cido. Estas estruturas
foram, entdo, submetidas a dindmicas moleculares de 30 ns cada empregando o campo de
forca Gromos 96 53 a6
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Figura 33: Graficos de: a) RMSD (Ca) em fungdo do tempo de simulagdo; b) RMSF (Ca) em
funcéo do residuo de aminoéacido (obtido sobre os 30 ns de simulacéo). As curvas nos graficos
se referem as simulagdes de Protonado_13 e Protonado_7. As flechas rosas indicam a localizagéo
das fitas-p originais (S1 e S2; presentes na estrutura inicial de 2PRP) e as caixas azuis

indicam a localizacéo das hélices (H1, H2 e H3) nas estruturas protéicas simuladas.

Analisando o grafico de RMSD (Ca), Figura 33a, verifica-se que as curvas convergem
para um valor proximo de 0,52 nm a partir de 22 ns. O grafico de RMSF (Ca), Figura 33b,
apresenta boa concordancia entre as curvas no intervalo de 145-219 aa. No entanto, ocorre
uma discrepancia significativa entre as curvas para a regido 109-145, indicando mobilidades
(estimadas sobre todo o tempo de simulacdo) distintas dos residuos N-terminais. Esse
resultado concorda com os diferente conteddos de folhas-P presente na regido N-terminal ao
longo das duas simulac@es (conforme pode ser visto pela Figura 34).

Avaliando em conjunto os graficos de estrutura secundéria das Figuras 34 e 35,
verifica-se que ambas as simulagdes diminuem o conteudo a-helicoidal, principalmente pela

desestrutura¢ao dos residuos finais das a-hélices 2 (H2). Isso ocorre devido a formacéo de
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uma dobra (ou bend) em ambas as simulagdes. Observa-se também, pela Figura 35, que a
curva de estrutura secundéria folhas-B de Protonado_7 atinge um pico em torno de 17 ns,
mas acaba regredindo nos 13 ns posteriores, terminando a simulagdo com um valor similar ao

que apresenta a curva de Protonado_13.
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Figura 34: Gréaficos de estrutura secundaria dos residuos de aminoacidos em funcédo do
tempo de simulacdo (criados empregando o programa DSSP) para: a) Protonado 13;
b) Protonado_7. Para cada cor nos graficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber: U
alca (coil), B folha-B (B-sheet), @ segmento B (B-bridge), ™ dobra (bend), & volta (turn),
W o-hélice (A-helix), B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice (3-helix).
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Figura 35: Gréaficos de nimero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em
funcdo do tempo de simulacdo para: a) Protonado_7; b) Protonado_13. Para cada cor nos
gréficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber: B Structure, ® alca (coil), ® folha-
B (B-sheet), M segmento B (B-bridge), & dobra (bend), I wvolta (turn), I  o-hélice
(A-helix), B 5-hélice (5-helix) e M 3-hélice (3-helix).

d)7_P_Ons

Figura 36: Imagens correspondentes a determinados instantes de tempo para as simulacdes
(criadas com o programa SPDBV) de Protonado_13em:a)t=0ns; b)t=9ns;c)t=20ns; e
de Protonado_7em: d) t=0ns;e)t=9ns; f) t=20ns.
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A Figura 36 apresenta imagens correspondentes aos instantes de tempo de 0, 9 e 20 ns
para as simulacbes de Protonado 7 e Protonado_13. Estes instantes de tempo foram
escolhidos por serem representativos da evolucdo das estruturas simuladas. As imagens
correspondentes a 9 ns enfatizam a significativa diferenca de contetido de folhas-p na regido
N-terminal nas simula¢Ges consideradas. Esta diferenca é perceptivelmente diminuida nas
imagens correspondentes a 20 ns das respectivas simulagfes. Desta forma, as imagens da
Figura 36 corroboram o que havia sido discutido anteriormente nas analises do presente

capitulo.

5.3.2 Randomizacéo das velocidades iniciais

Nesta etapa, buscou-se estudar a influéncia da randomizacéo das velocidades iniciais.
Para isto, as simulac6es Neutro_HisB (escolhida por ter se mostrado numa primeira analise
como o melhor candidato a representar a simulacdo em pH neutro) e Protonado (modelo 13
do RMN; simulacdo em pH baixo j& apresentada nas sec¢fes anteriores) foram randomizadas
atraveés da alteracdo do valor da semente do gerador de velocidades (gen_seed, definida em
um arquivo *.mdp que contém os parametros da simulacdo). A Tabela Ill, a seguir, apresenta
o valor dessa semente de gerador de velocidades empregada em cada uma das simulagdes

apresentadas neste capitulo.

Tabela I11: SimulacGes e seus respectivos valores de semente de gerador de velocidades
iniciais.

Simulagao Gen_seed

Neutro_HisB 173529

Neutro_HisB_1 116247
Neutro_HisB_2 231100
Protonado 173529
Protonad_1 116247

As simulacdes randomizadas em pH neutro (Neutro HisB_1 e Neutro HisB 2) e
acido (Protonado_1) mantiveram os estados de protonacdo dos residuos de aminoacidos
equivalentes, respectivamente, aos de Neutro_HisB e Protonado (ja apresentados nas secoes
anteriores do presente trabalho). As dinamicas moleculares tiveram duracdo de 10 ns cada e

empregaram o campo de forca GROMOS96 53a62.
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Figura 37: Gréficos de: @) RMSD (Ca) em funcdo do tempo de simulagdo; b) RMSF (Ca) em
funcdo do residuo de aminoacido (obtido sobre os 10 ns de cada simulacéo). As curvas nos
gréficos referem-se as simulagbes de Neutro HisB, Neutro_HisB_1, Neutro_HisB 2,
Protonado e Protonado_1. No grafico de RMSF (Ca), as flechas rosas indicam a localizagdo
das fitas-p originais (S1 e S2; presentes na estrutura original de 2PRP) e as caixas azuis

indicam a localizacéo das hélices (H1, H2 e H3) nas estruturas protéicas simuladas.

Analisando os graficos de RMSD (Ca) ¢ RMSF (Ca), Figura 37, sdo observadas
significativas diferencas entre as curvas em pH neutro e entre as curvas em pH baixo. No que
diz respeito, especificamente, as curvas de RMSD (Ca), observa-se que Neutro HisB e
Neutro_HisB_2 convergiram nos ultimos 2 ns de simulacdo a um valor préximo de 0,4 nm.
A curva de Neutro_HisB_1, no entanto, apresentou um comportamento mais similar a curva
de Protonado_1, tendo ambas as curvas convergido a um valor proximo de 0,6 nm nos
altimos 2 ns de simulacdo. A curva de Protonado, por sua vez, convergiu a um valor de 0,45

nm (a partir de 5 ns de simulacdo), apresentando um valor bastante distinto de Protonado_1.
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Figura 38: Graficos de numero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em
funcdo do tempo de simulacdo: a) folha-B; b) a-hélice. As curvas nos gréaficos referem-se as
simulacdes de Neutro_HisB, Neutro_HisB_1, Neutro_HisB_2, Protonado e Protonado_1.

Observando os gréaficos de estrutura secundaria, Figuras 38 e 39, verifica-se que as
simulacbes em pH neutro apresentaram diferentes contetddos de folhas-B na regido N-
terminal. No que diz respeito ao conteudo a-helicoidal as simulacdes também mostraram
diferencas, sendo que Neutro_HisB_2 surpreendentemente exibiu a formagédo de uma nova a-
hélice na regido N-terminal a partir de 4,5 ns de simulacdo. As diferentes simulacdes em pH
neutro apresentaram diferentes niveis de desestruturagdo das a-hélices 1 e 2 (H1 e H2). Para
as estruturas em pH &cido, percebe-se que Protonado_1, ao término da simulacéo, apresentou
menor nimero de residuos de folhas-p e a-hélice (esse ultimo, em funcdo de uma maior

desestruturacao das a-hélices 1 e 2) em comparacao a Protonado.
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Figura 39: Graficos de estrutura secundaria dos residuos de aminoacidos em fungdo do
tempo de simulacdo (criados empregando o programa DSSP) para: a) Neutro HisB;
b) Neutro_HisB_1; c) Neutro_HisB_2; d) Protonado; e) Protonado_1. Para cada cor nos
graficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber: O alca (coil), B folha-B (B-sheet),
B segmento B (B-bridge), M dobra (bend), & wvolta (turn), W o-hélice (A-helix),
B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice (3-helix).

5.3.3 Conclusdes Parciais

O uso de diferentes conjuntos de coordenadas iniciais (diferentes modelos de RMN)
apresentou discrepancias estruturais. No entanto, estas diferencas foram amenizadas nos
altimos 10 ns das simulagdes. Isto mostra que o prolongamento destas simulacbes parece ter
compensado o emprego de diferentes conformac6es iniciais. Por outro lado, a randomizacéo
das velocidades iniciais produziu diferencas estruturais mais significativas, como o

surpreendente surgimento de uma nova a-hélice na regido N-terminal em Neutro_HisB_2,
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diferentes niveis de desestruturag¢do da o-hélices 1 e 2 (H1 e H2) entre as estruturas neutras e
a desestruturacdo mais acentuada das a-hélices 1 e 2 em Protonado_1. Isto indica que a
randomizacdo pode ter promovido a exploracdo de bacias conformacionais levemente
diferentes, sobretudo separadas por barreiras energéticas que dificilmente seriam transpostas
pelo simples prolongamento das simulacGes. Para corroborar estes resultados é, no entanto,
necessario estender as simulacdes.

Estes resultados mostram que a realizacdo de multiplas simulacdes de dindmica
molecular, através da alteracdo das condigdes iniciais, € de grande importancia nos estudos de
influéncia de pH no processo de conversdo estrutural da proteina prion celular. Sobretudo, os
resultados indicam que ndo se deve tirar conclusdes muito rigorosas pela analise de uma Unica
simulacdo em um determinado pH. Desta forma, investir em condi¢es iniciais distintas é um
compromisso que deve ser seriamente considerado nestes estudos de influéncia de pH na

alteracdo estrutural da proteina prion celular.
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54 INVESTIGACAO DAS INTERACOES ELETROSTATICAS DE LONGO
ALCANCE

54.1 SPME x GRF

Nos capitulos anteriores foi constatado que a simula¢do em pH neutro (denominada de
Neutro na Secédo 5.2) apresentou maior contetdo de folhas-p do que a simulacdo em pH &cido
(denominada de Protonado na Sec¢do 5.2). Esse resultado €, de fato, contrario ao que se tem
descrito na literatura® > ®)_ Em funcéo disso, optou-se por estender a trajetéria da simulagdo
em pH neutro para verificar se a relagcdo entre os comportamentos estruturais das simulacoes
nos diferentes pH seria mantida.

Além disso, optou-se também por realizar as simulacbes em pH neutro e &cido
empregando um outro método para o calculo das interacGes eletrostaticas de longo alcance: o
método GRF (Generalized Reaction Field). De fato, é conhecido na literatura o fato de que
o método SPME" (empregado em todas as simulacdes dos capitulos anteriores) estabiliza
mais as estruturas simuladas do que o método GRF. Isso significa que o método GRF
permitiria (segundo a literatura) visualizar maiores alteracdes estruturais na proteina prion
celular, o que é justamente o que se procura neste trabalho.

Desta forma, a presente secdo apresenta uma comparacao das simulacdes realizadas
em pH neutro e &cido empregando os métodos SPME e GRF para o célculo das interacdes
eletrostéaticas de longo alcance. Os sistemas denominados "Protonados” tiveram seus residuos
Asp, Glu e His protonados. Enguanto nos sistemas denominados de "Neutros™ os residuos His
foram mantidos neutros (residuos 111, 140, 187 = HisB; residuo 177 = HisA) e os residuos
Asp e Glu foram desprotonados. As simulacdes aqui discutidas empregaram o campo de forca
GROMOS 96 53a6? e foram estendidas por 50 ns. A Tabela IV, a seguir, apresenta 0s

nimeros de fons e moléculas de um cada um dos sistemas estudados.

Tabela IV: Nimero de ions e moléculas de cada sistema simulado.

Solvente +

Simulagdo (H,O) Proteina Cl
Protonado_SPME 10892 1 30 44
Neutro_SPME 13161 1 40 39
Protonado_GRF 13163 1 40 54
Neutro GRF 13161 1 40 39
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Analisando o grafico de RMSD (Ca), Figura 40, observa-se claramente que o método
GRF permite maiores alteragdes estruturais do que o método SPME. Além disso, o método
GRF também conseguiu nitidamente distinguir os comportamentos dos diferentes pH de
estudo. A curva de Neutro_ GRF convergiu a um valor de 0,75 nm ja a partir de 5 ns de
simulagéo, enquanto a curva de Protonado_GRF apresentou um comportamento ascendente
em todo o intervalo de tempo de simulagédo. A curva de Protonado_GRF ultrapassou a curva
de Neutro_GRF em torno de 20 ns e terminou a simulagdo com um valor de RMSD (Ca) em
torno de 0,95 nm. O método SPME, por outro lado, apresenta um conteudo de alteracdo
estrutural similar para os diferentes pH, mesmo ap6s o prolongamento das simula¢des. Assim,
ao final das simula¢cdes Neutro_ SPME e Protonado_SPME apresentam valores de RMSD
(Ca) proximos de 0,5 nm (sendo o valor de RMSD de Protonado_SPME levemente superior
ao de Neutro_SPME).

(nm)
=) =)
k=) o0

RMSD C alfa
N
~

L — Protonado SPME
0,2 — Neutro_SPME _
— Protonado GRF
- Neutro GRF .
0 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 10000 20000 30000 40000 50000

Tempo (ps)
Figura 40: Grafico de RMSD (Co) em funcdo do tempo para as simulacdes de
Protonado_SPME, Neutro_ SPME, Protonado_GRF e Neutro_ GRF.

Avaliando em conjunto as analises de estrutura secundaria das Figuras 41 e 42,
observa-se que Neutro_SPME promove uma maior desestruturacdo das a-hélices do que
Protonado_SPME. O primeiro termina a simulagcdo com cerca de 35 residuos a-helicoidais,
enquanto o segundo, com cerca de 40 residuos. De fato, a maior desestruturacdo dos residuos
a-helicoidais de Neutro_SPME ocorre nos ultimos 8 ns de simulagdo, devido a uma maior

desestruturacao da a-hélice 2 (H2). Além disso, Neutro_SPME e Protonado_SPME seguem
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Residuo

Residuo

b) Neutro_ SPME.

Residuo
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Tempo (ps)

d) Neutro_ GRF.

Figura 41: Gréficos de estrutura secundaria dos residuos de aminoacidos em fungdo do tempo de
simulagdo (criados empregando o programa DSSP): a) Protonado_SPME; b) Neutro SPME;
c) Protonado_GRF; d) Neutro_GRF. Para cada cor nos graficos corresponde uma estrutura secundaria,
a saber: O alca (coil), B folha-p (B-sheet), M segmento B (B-bridge), ™ dobra (bend), & volta
(turn), @ g-hélice (A-helix), B 5-hélice (5-helix) e B 3-hélice (3-helix).
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Figura 42: Graficos de numero de residuos envolvidos em tipos de estrutura secundaria em
funcdo do tempo de simulacdo: a) Protonado_ SPME; b) Neutro_ SPME; c) Protonado_GRF;
d) Neutro_GRF. Para cada cor nos graficos corresponde uma estrutura secundaria, a saber:
B Structure, ® alca (coil), B folha-B (B-sheet), B segmento B (B-bridge), & dobra (bend),
O volta (turn), O a-hélice (A-helix), B 5-hélice (5-helix) e W 3-hélice (3-helix).

com um conteudo similar de folhas-p (em torno de 10 residuos) até que nos 8 ns finais da
simulacdo Neutro SPME tem seu numero de residuos diminuido. Isso se deve a
desestruturacdo das fitas-p (S1 e S2) que ocorre nos ultimos 8 ns de simulacdo para

Neutro_SPME.
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No que diz respeito as simulagbes com GRF, observa-se que Neutro GRF
apresentou uma maior desestruturacao de a-hélices do que Protonado_GRF (ver Figuras 41 e
42). O primeiro acabou a simulagdo com cerca de 25 residuos a-helicoidais, enquanto o
segundo, com cerca de 33 residuos. Isso se deve a uma maior desestruturagdo das a-hélices 2
e 3 (H2 e H3) que ocorre a partir de 20 ns na simulacdo de Neutro_GRF. Além disso,
Neutro GRF apresentou cerca de 1 ou 2 residuos de folhas-p a mais do que
Protonado_GRF, destacadamente nos ultimos 10 ns de simulag&o.

Comparativamente, os dois métodos de célculo de interacdes eletrostéticas de longo
alcance (GRF e SPME) apresentaram simulagfes em pH neutro com maior desestruturagéo
de residuos o-helicoidais do que as simulacbes em pH é&cido. Sendo que a simulacdo

Neutro_GRF foi, dentre todas as quatro simulagdes, a que mais desestruturou as a-hélices.

d) N_SPME_50ns

g) N_GRF_Ons )N_GRF_50ns

Figura 43: Imagens correspondentes a determinados instantes de tempo das simulacGes
(criadas com o programa SPDBV) para SPME: a) Protonado em t = 0 ns; b) Protonado em
t =50 ns; ¢) Neutro emt=0ns; d) Neutro em t =150 ns; e GRF: €) Protonado emt =0ns;

f) Protonado t = 50 ns; g) Neutro em t =0 ns; h) Neutro emt = 50 ns.

As imagens da Figura 43 mostram visualmente a maior desestruturagdo das a-hélices
promovida pelo uso do método GRF, corroborando o que foi anteriormente discutido nas

andlises do presente capitulo.
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5.4.2 Conclustes Parciais

Os resultados deste capitulo apontam que a simulagédo em pH neutro resultou em perda
mais acentuada de conteudo a-helicoidal do que a simulagcdo em pH &cido, independente do
método para o calculo das interacdes eletrostaticas de longo alcance utilizado. Verificou-se,
ainda, que o método GRF propiciou alteracdo estrutural substancialmente maior dos
fragmentos protéicos simulados em ambos os pH, em relagdo ao método SPME. Essa
alteracdo mais acentuada deve-se, em grande parte, a uma maior desestruturacdo das
a-hélices. Além disso, 0 método GRF também promoveu um aumento de folhas-B. Desta
forma, o método GRF mostrou ser o mais adequado para realizar estudos de conversao
estrutural da proteina prion celular. Por fim, é importante destacar que Neutro GRF
promoveu uma diminui¢do mais acentuada de contetdo a-helicoidal e um maior acréscimo
(ainda que de apenas 1 ou 2 residuos) de folhas-p do que Protonado_GRF, contraindo 0s

resultados de estudos de influéncia de pH descritos na literatura®® ™8,
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6. CONCLUSOES FINAIS



O presente trabalho se propds a investigar computacionalmente a influéncia do pH no
processo de conversdo estrutural da proteina prion celular do hamster Sirio. Para isso foram
avaliados o uso de diferentes campos de forga, a influéncia dos estados de protonagdo dos
residuos histidina, a influéncia de diferentes condigdes iniciais e o emprego de diferentes
métodos para o calculo das interacdes eletrostaticas de longo alcance.

Os resultados da Secéo 5.1 indicam uma marcada diferenga no contetdo de estrutura
secundaria nos fragmentos protéicos simulados com os diferentes campos de forga. De fato,
os campos de forca GROMOS e OPLS promoveram uma diminuicdo mais acentuada de
residuos a-helicoidais. Enquanto GROMOS e AMBER aumentaram o conteldo de folhas-8
do fragmento protéico sob estudo e, em funcéo disso, tiveram suas trajetdrias estendidas até
100 ns de simulacdo. Como resultado dessa extensdo de trajetérias, o campo de forca
AMBER apresentou um maior contetdo de folhas-p (com a formacgdo de um nicleo de folhas-
[ estavel na regido N-terminal), assim como um maior conteudo de a-hélices em comparacéao
ao campo de forca GROMOS. Este tltimo nédo foi capaz de manter a nova fita-p (S3) até o
término da simulagdo. Os resultados, portanto, assinalam uma significativa discrepancia
entre as diferentes simulacdes, ressaltando que o uso de diferentes campos de forca influencia
significativamente os estudos de alteragdo confomacional da proteina prion celular.

A Secdo 5.2 apresentou indicios de que os residuos de aminoacidos histidina
presentes no fragmento protéico podem ter um papel importante no processo de conversao
estrutural da proteina prion celular. Para compreender melhor os diferentes resultados obtidos,
em funcdo do uso de diferentes estados de protonacdo dos residuos histidina, é necessario
monitorar com quais residuos de aminoacido essas histidinas estdo interagindo ao longo das
simulacdes.

Na Secdo 5.3 foi realizado um estudo qualitativo utilizando diferentes condicdes
iniciais. Os resultados indicam que o uso das diferentes estruturas de RMN (os modelos 7 e
13de 2PRP), como ponto de partida para a simulacdo de dinamica molecular, provocou
diferencas de conteldo de estrutura secundaria (principalmente na regido N-terminal) que
foram compensadas com o prolongamento das simulagdes. Por outro lado, a randomizacao
das velocidades iniciais provocou diferencas de estrutura secundaria mais significativas. 1sso
ressalta a importancia de se investir seriamente em maultiplas simulacGes de dindmica
molecular (através da manipulacdo das condigdes iniciais) na investigacdo de mudancas
estruturais da proteina prion celular induzidas por alteracdo de pH. Por fim, a Secdo 5.4
mostrou que o método GRF propiciou alteracdo estrutural substancialmente maior dos

fragmentos protéicos simulados em ambos os pH, em relagdo ao método SPME.
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De maneira geral, a definicho do protocolo de simulacdo parece influenciar
dramaticamente os resultados dos estudos de influéncia de pH no processo de converséo
estrutural da proteina prion celular. Por isso, um cuidado especial deve ser tomado ao se
escolher as condi¢Bes dessas simulacfes. Além disso, a tendéncia de pH verificada nos

(33, 75 8) descritos na literatura n3o foram

estudos experimentais e computacionais
adequadamente reproduzidos no presente trabalho. Isso, no entanto, ndo invalida os resultados
apresentados na literatura. De fato, essas diferencas podem indicar a necessidade de se
investir mais em estudos de maltiplas simulagdes de dinamica molecular. Assim, de um ponto
de vista quantitativo, seria possivel quantificar mais adequadamente o comportamento

estrutural dos fragmentos protéicos em cada pH de estudo.
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7. PERSPECTIVAS



A partir dos resultados obtidos no desenvolvimento da presente dissertagdo, séo

destacadas, a seguir, algumas possibilidades de estudos futuros:

1) Estender as trajetérias das simulacdes das Secdes 5.2 e 5.4.
2) Produzir a simulagdo em pH neutro para o campo de forca AMBER.

3) Investir mais em estudos de multiplas simulagdes de dindmica molecular para quantificar
com maior precisdo o0 comportamento estrutural dos fragmentos protéicos em cada pH de

estudo.
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9. ANEXOS



9.1 ANEXO Al: PROPRIEDADES E CONVENCOES RELACIONADAS COM OS
20 AMINOACIDOS COMUNS.

o Valores Ocorréncia
Abreviacao/ d
e pKa em
. . K, K> Kr roteinas
Aminoacido Simbolo  M* (-C?OOH) (-EIHB*) (grﬂpo R) pl P (%)
Grupos R
alifaticos,
apolares 5,97 7,2
Glicina Gly G 75 2,34 9,6 6,01 7,8
Alanina Ala A 89 2,34 9,69 6,48 5,2
Prolina Pro P 115 1,99 10,96 5,97 6,6
Valina Val V 117 2,32 9,62 5,98 91
Leucina Leu L 131 2,36 9,6 6,02 5,3
Isoleucina le | 131 2,36 9,68 5,74 2,3
Metionina Met M 149 2,28 9,21
Grupos R
alifaticos,
aromaticos
Fenilalanina Phe F 165 1,83 9,13 5,48 3,9
Tirosina TyrY 181 2,2 9,11 10,07 (fenol) 5,66 3,2
Triptofano TrpW 204 2,38 9,39 5,89 1,4
Grupos R
polares,
nao carregados
Serina SerS 105 2,21 9,15 5,68 6,8
Treonina Thr T 119 2,11 9,62 5,87 5,9
8,18
Cisteina CysC 121 196 1028 (qulfidriley 207 19
Asparagina Asn N 132 2,02 8,8 5,41 4,3
Glutamina GInQ 146 2,17 9,13 6,65 4,2
Grupos R
carregados
postivamente
Lisina Lys K 146 2,18 8,95 10,53(s-NHs") 9,74 59
Histidina His H 155 1,82 9,17 6 (imidazol) 7,59 2,3
12,48
Arginina Arg R 174 2,17 9,04 (quanidina) 10,76 51
Grupos R
carregados
negativamente
Asp D 133 1,88 9,6 3,65 2,77 5,3
Aspartato ' ' (B-COOH) ’ ’
Glutamato GluE 147 2,19 9,67 (y-é’C2)5OH) 3,22 6,3

* Tabela adaptada do livro Principios de Bioquimica de Lehninger.

(0)
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9.2 ANEXO A2: COMPARACAO ENTRE OS MODELOS DE CARGA DE
DIFERENTES CAMPOS DE FOCA PARA O AMINOACIDO SERINA

AMBER 84 | AMBER 94/99 OPL-UA OPLS-AA | GROMOS 96

N -0,463 -0,4157 -0,57 -0,50 -0,28
HN 0,252 0,2719 0,37 0,30 0,28
CA 0,035 -0,0249 0,20 0,14 0,00
HA 0,048 0,0843 0,06

C 0,616 0,5973 0,50 0,50 0,38
@) -0,504 -0,5679 -0,50 -0,50 -0,38
CB 0,018 0,2117 0,265 0,145 0,15
HB 0,119 0,0352 0,06
oG -0,55 -0,6546 -0,70 -0,683 -0,548
HO 0,31 0,4275 0,435 0,418 0,398

* Tabela adaptada do artigo de Ponder e Case.®”
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"Esta € a licdo: nunca desista - nunca, nunca, nunca, nunca."

Winston Churchill em uma palestra em 1941.
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