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Resumo

Prions s3o proteinas patologicas responsaveis por um grupo de doengas
neurodegenerativas invariavelmente fatais. A falta de dados estruturais de alta resolugdo da
proteina alterada (PrP-res) levou a produ¢do de um modelo in silico, proposto por DeMarco ¢
Daggett®, denominado modelo espiral. A unidade bésica, a proteina alterada, utilizada neste
modelo foi produzida por Alonso et. al’. via metodologia dindmica molecular, tendo como
ponto de partida fragmentos de PrP-sen (residuos 109-219) protonado (baixo pH, devido a
protonacdo dos residuos His, Glu e Asp) e ndo-protonado (mantendo neutro o pH dos residuos

His).

O presente trabalho apresenta um estudo da influéncia da utilizagdo do campo de
forcas GROMACS na reproducio dos experimentos realizados por Alonso et. al’. Assim
como, um estudo da influéncia do prolongamento da cadeia polipeptidica do fragmento
submetido a simulagdo em baixo pH. De posse dos fragmentos protonados (residuos 90-231 e
109-219) e nao-protonado (109-219), foram realizadas dindmicas moleculares de 20ns. As
analises dos resultados, feitas empregando programas do pacote GROMACS, foram: RMSD
Ca, RMSF Ca. superficie acessivel ao solvente, raio de giro, ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares, analises de estrutura secunddria ¢ mapas de contato de residuos de

aminoacidos.

Os resultados apontaram significativas diferencas estruturais entre os fragmentos
simulados, neste trabalho, e os apresentados no artigo de Alonso et. al’. Diferente do artigo, o
fragmento nao-protonado produziu maior conteudo B-sheet que o protonado. Essas diferencas

estruturais parecem ser produzidas pela utilizacdo de campos de forgas diferentes.

O prolongamento da cadeia polipeptidica também induziu a formagdo de estruturas
diferenciadas para os fragmentos protonados. Essas diferencas estruturais parecem estar
relacionadas com o prolongamento da cadeia N-terminal € o consequente aumento de

mobilidade desta. E necessario, com isso, estudar esse fragmento prolongado sob a agdo de



um terceiro campo de forcas para verificar se o padrdo de comportamento estrutural sera

reprodutivel.

Para verificar a viabilidade, tanto das estruturas propostas neste trabalho como da

9 - .
proposta por Alonso et. al’, faz-se necessdrio o uso de um terceiro campo de forcas, a
exemplo do AMBER. Com isto, sera possivel avaliar com maior confiabilidade os resultados
deste trabalho em comparacdo com os resultados obtidos no artigo de Alonso et. al. Dessa
forma, sera possivel esclarecer se os resultados sao realmente confiaveis ou se nao passam de

artificialismos computacionais.

Palavras-chave: Converséao Estrutural; Modelo Espiral; Dindmica Molecular; ENCAD;
GROMACS; Acidez.
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1. Introducéo

1.1 A Historia dos Prion

Apesar de existirem relatos das doengas prionicas datados do Império Romano, a
primeira descri¢io dessas doengas remonta do século XVIII', na FEuropa. Mais
especificamente, foi descrita pela primeira vez em 1755, na Gra-Bretanha, em um relatorio
publicado no Diério das Camaras. Essa doenga, entdo denominada de doenca das tremuras,
afetava pequenos ruminantes, principalmente os ovinos e, mais raramente, os caprinos. A
baixa ocorréncia dessa doenga tornava-a alvo de importancia econdOmica ¢ sanitaria

secundaria, tendo sido, por isso, praticamente esquecida por quase 200 anos’.

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

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



Kuru, que significa arrepio, ¢ a denominagdo dada a uma desordem neurolégica que
atingiu aldeias indigenas da Tribo dos montes Fore, na Papua-Nova Guiné. Esta doenca
atingia cerca de 10 % da populacdo das aldeias e caracterizava-se por movimentos oculares
anormais, tremores e deméncia. No estagio terminal da doenga, o individuo ficava deficiente,
sendo incapaz de gesticular ou engolir. Em 1955, o Dr. Vincent Zigas impressionado pela alta
incidéncia destas perturbagdes 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

. - 2
estranha doenca, nas tribos da Nova Guiné”.

Através de seus estudos, Zigas e Gajdusek, constataram que a ocorréncia da doenga se
devia a praticas de canibalismo adotadas pelas tribos. Em tais praticas, aos homens eram
reservados os musculos, simbolo de forca ¢ virilidade, ¢ as mulheres e criangas cabiam o
cérebro e as visceras. Os resultados desses estudos foram publicados por Zigas e Gajdusek,
jogando luz as questdes neuropatoldgicas e epidemiologicas desta doenca. Assim que as
praticas de canibalismo foram proibidas, a ocorréncia de Kuru caiu exponencialmente. No
entanto, a doenga matou cerca de trés mil individuos em uma populacio 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 doenga das tremuras ¢ o Kuru. No entanto, foi o grupo de
Gajdusek que deu provas quanto a semelhanca das duas doengas. Gajdusek convencido da
semelhanca entre essas doengas, dedicou seu tempo a experimentos de inoculagdo de tecidos
cerebrais de pacientes mortos por Kuru em cérebros de macacos. Apoés longos periodos de
incubagdo, 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 doenga humana causada por
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um virus lento”.

O grupo de Gajdusek deu, no ano de 1968, outra grande contribuicdo ao estudo das
doencas neurodegenerativas ao, instigados pelas semelhangas entre o Kuru e a doenca de
Creutzfeldt-Jakob (conhecida desde 1921), inocular cérebros de macacos com a doenga de
Creutzfeldt-Jakob. Tais descobertas de transmissibilidade de doengas neuroldgicas, rendeu a

Gajdusek o Prémio Nobel de Medicina em 1976,



Neste momento, ainda nao 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 irradiag@o, 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 radiobidlogo francés, Raymond Latarjet, do Instituto
Curie, Alper verificou que a amostra infecciosa era sensivel a radiagdes de 280 nm,
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correspondente ao pico de absor¢do de proteinas”.

A essa altura, o fisico e matematico inglés J. S. Griffith j& havia proposto, em 1967,
um modelo tedrico, apresentando a hipdtese de uma Unica proteina ser a causadora destas
doengas 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, comecgou a se interessar pelas doencas neurodegenerativas quando fazia
residéncia em neurologia. Foi em 1972 que Prusiner teve seu primeiro contato com a CJD
(Doenga 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
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responsaveis por essas devastadoras doencas .

Intimeros foram os pesquisadores que falharam na dificil tarefa de extrair o agente
infeccioso a partir de cérebros de carneiros infectados. No entanto, Prusiner, resguardado 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 doenga das tremuras,
dependia de uma proteina hidréfoba. Provaram, também, que as propriedades de resisténcia
do agente infeccioso correspondiam a de uma proteina € que o comportamento quimico
indicava que a amostra era desprovida de 4cidos nucléicos’. Neste contexto, foi concebido o
conceito de PRION (PRoteinaceous Infectious ONly particle, do inglés), sugerido pelo grupo

de Prusiner, ganhador do Prémio Nobel de Medicina em 1997 °,

Infelizmente, apos estes considerdveis avangos, o interesse dado as doengas pridnicas

voltou a cair, ressurgindo fortemente somente em 1985, quando se teve noticia de uma nova
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doencga 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 doenga, sendo que nas primeiras semanas morreram em torno de mil

. . 2
animais por semana .

Investigacdes epidemioldgicas mostraram que a fonte de contaminac¢do provinha de
farinhas suplementares adicionadas na alimentacdo dos bovinos. Estas farinhas eram
produzidas a partir de carcagas 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
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estoques. Nesse periodo, cerca de centenas de animais continuaram a ser infectados por dia”.

Em 1995 um artigo cientifico foi publicado 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
a espécie humana’. Estes e outros estudos repercutiram no quadro econdmico 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

“bovino” deste pais”.

1.3 Prions: Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

Na década de 90, estudos revelaram que a mesma proteina encontrada em animais
doentes também estava presente em animais sadios. A essa 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 aminodcidos, diferindo somente em suas

L6
estruturas secundarias’.

Dessa forma, o termo “prions” ¢ empregado para designar proteinas infecciosas que
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causam um grupo de doengas neurodegenerativas invariavelmente fatais *. Esse grupo de
doengas, caracterizado por desencadear no cérebro um aspecto esponjoso, ¢ classificado de

Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (TSEs, da sigla em inglés) .



As doencas prionicas atingem animais € humanos. Nos animais as formas mais
conhecidas sdo: o scrapie (ou doenga das tremuras), que atinge ovelhas e cabras, e o BSE (do
inglés, Encephalopathy Spongiform Bovine) 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

mustalideos) e até mesmo em gatos domésticos'.

Nos seres humanos essas encefalopatias incluem o Kuru, a doenca de Creutzfeldt-
Jakob (CJD, sigla em inglés) que atinge pessoas entre 50 e 60 anos, a nova variante da doenca
de Creutzfeldt-Jakob (vCJID, sigla em inglés) que atinge jovens de 30 anos, a doenga de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS, sigla em inglés) e a insonia familiar fatal (FFI, sigla

em inglés)’.

Sdo conhecidas trés formas de doengas pridnicas em humanos: hereditaria, esporadica
. . ., 1 .
(de origem desconhecida) e transmissivel . A forma transmissivel corresponde a 5 %,
enquanto a hereditaria € responsavel por 15 % dos casos registrados de portadores dessas

doencas’.

Além das praticas de canibalismo que propagaram a dissemina¢do 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 oOrgdos (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 cirargico (em especial para cirurgias no cérebro)°.

Atualmente, o risco de transmissdo via tratamento com hormoénio do crescimento foi
eliminado, uma vez que agora esse hormonio ¢ produzido em bactérias. Da mesma forma, as
metodologias de esterilizacdo e reutilizagdo de materiais cirurgicos, empregados em biopsias
de tecido cerebral contaminado por prions, foram aperfeicoadas >. A poucos anos, visando
evitar a propagagao 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. Mutagdes neste gene desencadeiam a producdo de uma
proteina defeituosa (o prion). Além disso, como a alterag@o estd impressa no DNA, tera 50 %
de chances de ser transmitida aos descendentes do portador da mutagdo. As formas
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hereditarias humanas mais conhecidas das doengas pridnicas sdo: GSS e CJD".

1.4 Hipotese de Inducdo Conformacional

Inicialmente, foi possivel distinguir as duas isoformas da proteina PrP através de dois
critérios: a solubilidade em detergentes e a resisténcia as proteases. Assim, a proteina prion
celular, sensivel as proteases e soluvel em detergentes, foi designada PrP-sen (-sen de
sensivel) . Ja a proteina patologica (prion), insoluvel em detergentes e com alta resisténcia as

proteases, foi denominada PrP-res (-res de resistente)’.

Mais tarde, a utilizagdo de técnicas espectroscopicas permitiram investigar questdes
estruturais das proteinas normal e alterada. Estruturas de alta resolucdo foram obtidas via
RMN para fragmentos de PrP-sen (residuos 121-231) de hamsters, ratos, bois e humanos®. Os
resultados apontaram para uma conservacdo de estrutura secundaria (representada
basicamente por 3 a-hélices e 2 fitas B) nas diferentes espécies de mamiferos analisadas®. O
que era esperado considerando que essas sequéncias exibem homologia superior a 90 %’.

Estudos subseqiientes empregando RMN indicaram ampla desordem na regido N-terminal

(residuos 23-120)".

No que diz respeito a estrutura de PrP-res, esta ¢ desconhecida, uma vez que ainda
ndo foi possivel purificar suficientemente amostras de material infeccioso para a obtencdo de
dados estruturais de alta resolucdo. Tentativas de purificar PrP-res, obtida de amostras de
cérebro de animais infectados por prion, resultaram em misturas heterogéneas e estados de
agregacao nao-propicios para a caracterizacao via técnicas de RMN e raios X. Como
alternativa, foram empregadas técnicas de baixa resolu¢cdo, como microscopia eletronica, com
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o intuito de estabelecer caracteristicas dos agregados de prions’.

Estudos de espectroscopia 6tica foram realizados comparando as duas estruturas de
PrP. Através de andlises de infravermelho com transformada de Fourier (sigla em inglés —
FTIR) e dicroismo circular (CD) foi encontrada uma diferenca notdvel no conteudo de
estrutura secundaria destas isoformas. PrP-sen apresentou baixo contetido de folhas-B (em
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torno de 3 %) e alto contetido de alfa-hélices (cerca de 40%). Enquanto PrP-res mostrou ser

composta por cerca de 30 % de alfa-hélices e 45 % de folhas Beta®.

A idéia mais aceita atualmente para explicar o carater infeccioso das doencas prionicas
baseia-se na hipotese de indugdo conformacional. Segundo esta hipdtese, a proteina alterada,
PrP-res, induz a mudanca de conformacao da proteina normal, PrP-sen. Este processo implica
na conversdo de por¢des a-helcoidais a folhas . Assim, neste processo, que pode ser
considerado um efeito cascata, proteinas alteradas seguem alterando proteinas normais. Essas
proteinas alteradas formam pequenos agregados ou protofibrilas que precipitam nas células
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cerebrais, dando ao cérebro uma aparéncia esponjosa .

Estudos feitos por James T. L. et al’. sugerem que neste processo de transi¢do
conformacional haveria, ainda, o envolvimento de uma chaperona molecular (proteina
acompanhante) que formaria um complexo com o intermedidrio metaestavel PrP*,
diminuindo a barreira de energia de ativacdo entre PrP-sen e PrP-res, facilitando assim a

formagcdo da proteina alterada (PrP-res)’.

A hipotese de indug@o conformacional tem um caréter revolucionario, pois rompe com
idéia aceita, até entdo, em biologia molecular de que somente virus e bactérias (por conterem
material genético) poderiam desencadear doencas infecciosas. Assim, os prions abrem um
precedente na histéria das ciéncias biologicas, por se tratar do unico grupo de agentes
patoldgicos capazes de induzir o desenvolvimento de doencas de carater tanto infeccioso

como hereditario’.

1.5 O Modelo Espiral

Estudos da influéncia do pH na mudanga conformacional foram realizados com
formas de PrP-sen de humanos e murideos. Os resultados apontaram a perda de hélices e
ganho de estrutura P na regido de pH 4.4-6°. Baseados nesses resultados e considerando a
falta de dados estruturais disponiveis da proteina alterada, DeMarco M. L. e Daggett V.

propuseram um modelo protofibrila in silico: o modelo espiral®.

A unidade estrutural basica, a proteina alterada, utilizada para a formagdo deste

modelo protofibrila foi produzida por Alonso et. al.” via simulagdes de dindmica molecular
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(DM) utilizando o campo de forcas ENCAD ®. Para tanto, foi utilizado o fragmento (residuos
109-219) de PrP-sen 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 ambiente de baixo pH) e a estrutura resultante foi utilizada como ponto de
partida para uma simula¢io de 10 ns °. A estrutura correspondente ao tempo de 8 ns foi usada

como unidade bésica para a formagao do modelo protofibrila.

Em seu artigo, Alonso et. al.” ainda desenvolveu a simulagdo dindmica molecular, por
10 ns, em meio neutro (tornando neutro o pKa do residuo His) para o mesmo fragmento de
PrP-sen do hamster Sirio. Com isto, pode analisar as diferengas de estrutura secundaria da

proteina devido a influéncia do pH do sistema’.

De maneira geral, a caracterizagao de propriedades conformacionais de proteinas a
nivel atdmico ¢ um grande desafio e torna-se particularmente dificil quando trata-se do
processo de conversdo PrP-sen = PrP-res. Neste contexto, as simulagdes computacionais via
dindmica molecular apresentam-se como uma alternativa viavel para este tipo de

investigacio’.

A dindmica molecular ¢ uma técnica computacional na qual sdo determinados os
movimentos das particulas de um sistema, conhecendo o potencial de interacdo entre as
particulas e as equagdes que regem seu movimento. Com isso, ¢ possivel estudar a evolucao
temporal das configuragdes dos constituintes do sistema. Partindo das sequéncias de posi¢des
geradas sdo determinadas as propriedades macrosdpicas do sistema, respeitando os principios
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fundamentais de Mecanica Estatistica .

A metodologia DM ¢ uma ferramenta para o estudo de sistemas nos quais os efeitos de
temperatura ndo podem ser desconsiderados. Processos reativos requerem energias altas, ndo
podendo ser tratados por técnicas convencionais de DM classica''. Como o processo de
conversdo PrP-sen = PrP-res é associado com substancial altera¢dao conformacional e ndo

envolve reagdes quimicas, € ideal para ser investigado por simulagcdes DM.



2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho ¢ produzir uma estrutura de proteina alterada, PrP-res,
baseado no modelo proposto por Alonso et al °, com o intuito de utilizar esta estrutura em

investigacoes futuras de inducao conformacional.

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

1 — Avaliar o efeito do uso de um campo de forgas diferente do utilizado por Alonso

et. al. para estudar a influéncia do pH no processo de conversao da proteina prion celular.

2 - Avaliar o efeito do aumento da cadeia polipeptidica no processo de formagao da

proteina alterada, PrP-res, sob baixo pH.



3. Materiais, Métodos e Fundamentacgéo Teorica

3.1 Bancos de dados

O principal banco de dados de estrutura de macromoléculas biologicas ¢ o Protein
Data Bank (PDB)'%. Este contém estruturas de proteinas, acidos nucléicos e uns poucos
aminoacidos. As estruturas depositadas no PDB sdo determinadas experimentalmente por
técnicas espectroscopicas, entre elas destacam-se a cristalografia por difracdo de raio X e a

A . 13
ressonancia magnética nuclear (RMN) .

3.2 Dinamica Molecular

Uma das principais ferramentas para o estudo de sistemas atomico-moleculares ¢ a
dindmica molecular. Com esta técnica podem ser estudados desde sistemas homogéneos como
gases, fluidos supercriticos, liquidos, solugdes, a sistemas pouco (ou nada) homogéneos como

. sr e ] 7 r 11
biomembranas, lipidios, acidos nucléicos e proteinas .

Em dinadmica molecular, sucessivas configuragdes de um sistema sdo geradas pela
integracdo numérica das equacgdes de movimento de Newton. O resultado ¢ uma trajetéria
que especifica como as posi¢des e as velocidades das particulas do sistema variam com o

tempoM.

A for¢a atuando em uma particula (i) ¢ obtida pelo gradiente da fungdo energia

potencial relativa as coordenadas desta particula *°:
fi=- [ U(r) 1

Onde f; ¢ a for¢a que atua em uma particula i qualquer, [ ¢ o operador gradiente e U(r;) ¢ a
energia potencial do sistema em um dado instante de tempo. Obviamente, célculos exatos de
forca e energia potencial para as particulas ndo sdo acessiveis. Por isso, sdo empregados

modelos de campos de for¢as que fornecem aproximacdes para a fungdo energia potencial.
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3.3  Campos de Forca

A qualidade de um campo de forca depende evidentemente do sistema estudado'.
Entre os iniimeros campos de for¢a usados em DM, os mais utilizados para os sistemas

bioldgicos sao: AMBER, CHARMM, OPLS e GROMOS.

Cada campo de forca possui uma forma especifica de calcular as interagdes. No
presente trabalho, o campo de for¢as empregado foi o GROMOS e a expressdao para a
determinagdo do potencial deste para cada uma das moléculas do sistema em estudo, assume a

forma geral'”:

Utotal = Uponded T Unonbonded (2)

— d - - .2- -~ ~» =] A ~» =] .2-
-[-‘leondcd N E I‘""*1' I(lij _10) + E l“H ( Ccos eijl:. — COs e(}) + T-'Tdiln:‘:lrals
bonds angles 3)

T-'T‘clilne:a:lralr:; - E v = ((jiﬁd_ IIL?"IIZI'}I + E \Y [ | +cos ( nw )]

11

improper 2 proper @)
M-1 N | M-1 W
L'Tnonbon-cied = E E Uy I:(Ajj liju) - (Bij / 1ij 6} ] + E E I: U (g (l.l ﬁj)]
1=1 j* A€ Ty
(%)
Aij =4 &jj Gij12
By =4 &; oy (6)
& = (&ii - &))"
oij = (i +0y)/2 7
Sendo:

- o = comprimento de equilibrio da ligagao;

-89 = angulo de equilibrio da ligagao;
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- K; = constante de forca de estiramento de ligagao;

-Kg = constante de forca de angulo de ligagao;

-V, = constante de for¢a deformacao angular;

-@; = angulo diedro;

- &;j = parametro de energia de Lennard-Jones;

-cij = parametro de didmetro de Lennard-Jones;

- 1= separacdo entre os sitios 1 € J;

-qi/q; = cargas atOmicas parciais para o potencial de Coulomb;
- n = multiplicidade;

-apy = fator de amortecimento do potencial de Lennard-Jones;

-0coul = fator de amortecimento do potencial de Coulomb.

A equagdo (2) representa os potenciais de interacdo intermoleculares, também
conhecidos por potenciais ligados. Em (3) o primeiro e o segundo termo sdo potenciais
harmdnicos. Sendo que o primeiro termo modela os estiramentos de ligacdo e o segundo, os
angulos de ligacdo. O terceiro termo em (3), que descreve as tor¢des diedrais, ¢ decomposto
em dois termos em (4). O primeiro termo em (4) modela as tor¢des diedrais improprias,
descritas por um potencial harmonico. Enquanto o segundo termo em (4) modela as tor¢des

diedrais proprias, descritas por potenciais trigonométricos.

As interagdes internoleculares, ou interacdes nado-ligadas, estdo representadas na
equagao (5),onde o primeiro termo modela as interacdes de VDW (via potenciais de Lennard-
Jones) e o segundo, modela as interacdes eletrostaticas (via potenciais de Coulomb). Para
calcular a interagdo entre sitios de espécies distintas ¢ necessario o uso de alguma regra de
combinagdo para os coeficientes de Lennard-Jones. Neste trabalho, foram empregadas as

regras de Lorentz-Berthelot, apresentadas em (7).

34 Anélises

De posse das trajetorias das simulagcdes de DM, foram realizadas analises empregando

programas do software GROMACS '*. As analises realizadas foram: RMSD, RMSF, raio de
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giro, superficie acessivel ao solvente, ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, mapas

de contato de residuos e estrutura secundaria.

O RMSD (do inglés, root mean square deviation) calcula o desvio padrao médio
quadratico para todos os atomos da proteina. O RMSD pode ser calculado pela formula

abaixo:

b=

N
. . 1 . .
RMSD(t1.ty) = |37 3 millra(ts) — rita) |
ST i=1 (8)

M = E{il?i‘lé (9)

Onde 1; (t1) e 1i (t2) sdo as posi¢gdes do atomo i, respectivamente, nos tempos t; € t;; m; € a

massa do atomo i; M ¢ o somatorio da massa de todos os atomos da molécula.

Ou seja, o RMSD ¢ utilizado para estimar os desvios médios da estrutura da proteina,
em relacdo a estrutura referéncia (onde t, = 0), no decorrer da simulagdo. Assim, ¢
vislumbrada a evolugdo da mudanca estrutural total da molécula ao longo da simulagao. O
RMSD pode ser calculado para os 4&tomos da cadeia principal, para os &tomos de carbono alfa

(Ca), ou outras opcdes disponiveis no programa g_rms do pacote GROMACS.

O RMSF (do inglés, root mean square fluctuation) calcula o desvio padrao das
posic¢des atdmicas ao longo da simulagdo com relagdo as posi¢des de uma estrutura tomada

como referéncia. Ou seja, calcula as flutuacdes atdmicas ao longo da simulagio .

Para ter idéia de quao compacta uma estrutura ¢, faz-se uma analise de seu raio de giro

(RG), que pode ser calculado pela formula abaixo ':

1
p o (ZalrillPme)?

Onde m; ¢ a massa do dtomo 1, r; € a posicao do 4&tomo i com relagdo ao centro de massa da

(10)

molécula.

Na andlise de superficie acessivel ao solvente (SAS) ¢ computada a superficie
hidrofilica, hidrofobica e total disponivel na macromolécula para ser acessada pelo solvente'’.

O computo de SAS & feito empregando uma superficie de Conolly'’.
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As ligacdes de hidrogénio sdo determinadas pelo estabelecimento de um valor limite

para o angulo aceptor de hidrogénio- doador de hidrogénio — hidrogénio. Esse valore limite ¢

equivalente a 30 graus '’

D A

Figura 1: Mostra a relagdo angular (4ngulo o) entre o aceptor de hidrogénio (A), o doador de
hidrogénio (D) e o 4&tomo de hidrogénio (H)

Na analise de mapas de residuos, ¢ considerada como distdncia minima entre os
residuos A; e A;, a menor distdncia entre um par de 4tomos quaisquer i e j pertencentes a esses

residuos (sendo que: 1 € Aje j € A)) .

A estrutura secundaria pode ser computada a partir das trajetorias da proteina durante
a simulacdo. Pode-se coordenar a cada instante de tempo o tipo de estrutura secunddria

. , 1
envolvida em cada residuo .

As imagens de estrutura de proteinas apresentadas neste trabalho foram produzidas

utilizando o programa SPDBV?’.

35 Analise Estrutural de Proteinas

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina determina sua estrutura tridimensional,
que, por sua vez, determina suas propriedades. Muitas conformagdes espaciais sao possiveis
para uma proteina, mas somente uma ou poucas possuem atividade bioldgica. Essas

o~ : 2l
conformagdes sdo designadas nativas” .

Para a realizacdo de analises bem sucedidas relacionando sequéncias de aminoacidos e
estrutura de proteinas, € necessdrio uma defini¢do precisa de estrutura secundaria. As analises

estruturais, do presente trabalho, foram realizadas utilizando o programa DSSP* do pacote

14



GROMACS.Partindo de uma definicao de ligagdes de hdrogénio, o DSSP define TURNS e
BRIDGES; e, baseado nestas, define o-hélices e [-ladders. Entre as caracteristicas
geometricamente definidas, encontra-se BENDS. A seguir sdo apresentadas algumas

defini¢des estruturais empregadas no programa DSSP?:

Ligacdes de Hidrogénio as ligagdes de hidrogénio em proteinas apresentam pequena

sobreposi¢do de funcdes de onda, sendo bem descritas por um modelo eletrostatico:

E=qi q [(1/r(ON) + 1/ r(CH) + 1/ r(OH) + 1/r(CN)]
Onde q; e q sdo as cargas parciais, sendo que para os dtomos de carbono (C), oxigénio (O),
nitrogénio (N) e hidrogénio (H) tém-se, respectivamente, as seguintes cargas parciais: +qj,

-q1, -q2 © +q2. E r é a distancia entre o par de a&tomos indicado entre parénteses apods r.

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

n-Turns: o padrio basico das ligacdes de hidrogénio, envolvidas nas n-turns, ¢ do tipo

(1, 1+ n). A ligacao de hidrogénio se estabelece do residuo CO (i) ao residuo NH (i + n):

n-turn (i) = Hbond (i,1+n) , onden=34.,5.

Bridge: uma bridge ocorre entre os residuos 1 e j, se existirem duas ligacdes de hidrogénio

caracteristicas de estrutura 3, em particular:

Parallel Bridge (i,j) = [Hbond (i - 1, j) and Hbond (j, i + 1)]

Antiparallel Bridge (i,j) = [Hbond (i, j) and Hbond (j, 1 )]

Hélices: uma hélice minima ¢ definida por 2 n-turns consecutivas. Com base nos tipos de n-
turns sdo definidos trés tipos de hélices minimas: 3-hélice, 4-hélice e 5-hélice. Hélices
maiores sdo definidas pela sobreposicdo de hélices minimas. Assim, a sobreposicdo de
3-hélices gera uma 3,0-hélice; a sobreposicdo de 4-hélices gera uma o-hélice; e a

sobreposi¢do de 5-hélices gera uma m-hélice.
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B-ladders ¢ -sheet: defini¢des:

- Ladder: conjunto de uma ou mais “bridges”, de igual tamanho, consecutivas;

- Sheet: conjunto de uma ou mais ladders conectadas por residuos compartilhados.
De maneira equivalente, pode-se dizer que duas strands (fitas) pareadas constituem uma
ladder. Assim, uma estrutura formada de trés strands pareadas possui duas ladders e uma

sheet.

Estrutura secundaria geometricamente definida:

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¢do da cadeia principal dos trés primeiros
residuos e, a dos trés ultimos. Para existir uma Bend no residuo central i, é necessario uma

curvatura de pelo menos 70 graus.

3.6  Protocolo de Simulagdo

No trabalho de Alonso et al.’, foi estudado o efeito do pH para a conversdo de
PrP-sen > PrP-res, tendo sido empregado, para tanto, o campo de forcas ENCAD. No
presente trabalho, tem-se como objetivo avaliar o efeito do uso de um campo de forgas
diferente no estudo de influéncia do pH no processo de conversao da proteina prion celular.
Assim como, avaliar o efeito do aumento da cadeia polipeptidica no processo de formagdo da

proteina alterada, PrP-res, sob baixo pH.

De tal forma, neste trabalho, foram realizadas trés simulagdes de dindmica molecular,
sendo duas dessas relativas ao fragmento de residuos 109-219 (simulado em pH baixo e
neutro) e uma relativa ao fragmento 90-231 (simulado em pH baixo), ambas correspondentes

a proteina PrP-sen do hamster Sirio.

Num primeiro momento foram obtidas as estruturas dos fragmentos protéicos de
interesse em arquivos de formato “.pdb” (arquivo de coordenadas dos 4tomos da proteina).
Para tanto, a estrutura correspondente aos residuos 109-219 foi obtida do banco de dados
PDB (codigo PDB: 1B10)'* e a estrutura do fragmento 90-231 foi obtida de um site **. As

estruturas obtidas foram, ambas, resolvidas por RMN . A seguir é apresentada a sequéncia de
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aminoacidos da proteina prion celular do hamster Sirio correspondente ao fragmento de

residuos 90-231:

GQGGGTHNQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPMMHF
GNDWEDRYYRENMNRYPNQVYYRPVDQYNNQNNFVHDCVNITIKQHTVTTTTKGE
NFTETDIKIMERVVEQMCTTQYQKESQAYYDGRRS

Antes de iniciar os procedimentos de simulagdo, foi necessario protonar os residuos
His, Glu e Asp para as simulagdes em pH baixo e para a simulagdo em pH neutro foi mantido
o pKa da His neutro. Para cada um dos trés sistemas simulados, foi, entdo, realizado o

procedimento descrito a seguir.

Empregou-se o programa pdb2gmx, do pacote software GROMACS, para gerar o
arquivo de topologia, o arquivo de coordenadas cartesianas da macromolécula biologica e,
para definir o campo de forgas: GROMOS 96 53a6 **. Na seqiiéncia, foi definido o sistema
como centrado em uma caixa ctbica, com as faces distando de no minimo 1,5 nm da proteina.
A caixa foi, entdo, preenchida com moléculas de agua (do tipo SPC) . Com isso, 0 arquivo
de topologia foi alterado, gerando-se um novo arquivo de coordenadas, desta vez contendo
proteina e dgua. Adicionou-se, ainda, ions Na+ e Cl- para neutralizar as cargas do sistema e
garantir um ambiente fisiologico. A tabela 1, a seguir, ilustra o numero de entidades

correspondentes a cada um dos componentes do sistema:

Tabela 1: Numero de entidades de cada componente dos sistemas simulados.

) - moléculas de atomos da . . total de
Simulagéo . jons Na+ ions Cl- .
H20 proteina atomos
109-219P 13138 1179 37 52 40682
109-219 NP 13156 1163 38 37 40706
00-231 P 18551 1514 52 74 57293

Onde NP significa ndo-protonado e P, protonado.

A etapa seguinte consistiu na minimizagdo de energia do sistema proteina-solvente.
Para isto, foi utilizado o algoritmo de minimizag¢do “Steepest Descent”. Na sequéncia foi
realizada uma dindmica molecular com restri¢do de posi¢ao (position restraint) de 500 ps, na

qual a macromolécula foi restrita, mas as moléculas do solvente tiveram liberdade de
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movimento. Desta forma, foi promovida uma relaxagdo das interagdes desfavoraveis soluto-

solvente.

A tltima etapa da simulagdo consistiu na dinamica molecular propriamente dita (com
duracdo de 20ns, sendo que cada dois ns corresponde, em tempo real, a 1 dia de simulagdo
computacional), na qual todos os graus de liberdade foram amostrados. Para isso foram

definidos alguns pardmetros, comuns as trés simulagdes:

- passo de integragdo de 0.002 ps;

~ o algoritmo utilizado para corrigir as interagdes de longo alcance foi o PME %;

~  temperatura de acoplamento foi mantida pelo uso do algoritmo de Nose-Hoover *’;

- temperatura de acoplamento empregada foi de 300 K;

- a pressio da simulacio foi mantida constante pelo uso do algoritmo de
Parrinello-Rahmanzs;

- apressao do sistema simulado foi mantida em 1 bar;

- os comprimentos de ligacdo de equilibrio foram mantidos pelo uso do algoritmo LINCS
29,

3

Terminadas as dinamicas, foram feitas as seguintes analises, com base nas trajetorias
das simulagoes: superficie acessivel ao solvente, evolucdo da estrutura média, mobilidade
relativa de segmentos, ligagdes de hidrogénio (proteina-proteina e proteina-solvente), raio de

giro, mapas de contato de aminoécidos e, andlises de estruturas secunddrias.

Todas as simulagdes foram realizadas no laboratério de Quimica Tedrica, localizado

no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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4. Resultados

Ao longo do texto serdo utilizados os termos “protonado” (P) e “ndo-protonado” (NP)
para referenciar as dindmicas moleculares simuladas em pH baixo e neutro, respectivamente.
Com base na trajetoria das dinamicas moleculares foram realizadas anéalises utilizando
programas do software GROMACS'® As analises de energias total, diedral, de estiramento e
de deformacdo angular, assim como as andlises de pressdo, temperatura e densidade foram
monitoradas em funcdo do tempo. Estes parametros obtiveram rapida convergéncia, atingindo

seus respectivos patamares antes de 1 ns de simulagao.

A Figura 2, a seguir, apresenta os graficos de RMSD de Ca em funcdo do tempo de

simulacgao.
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Figura 2: Graficos de RMSD de Ca em fungdo do tempo de simulagdo. Em (a) é apresentada uma comparagéo
das curvas de RMSD para o fragmento de residuos 109-219 protonado e nio-protonado. A curva em vermelho
representa o fragmento ndo-protonado e a curva em preto, o protonado. Em (b) é apresentada uma comparagéo
das curvas de RMSD para os fragmentos protonados de residuos 109-219 (curva preta) e 90-231 (curva
vemelha).

A Figura 3 apresenta os graficos de RMSF de Ca em fung¢ao do residuo de aminoacido
da cadeia polipeptidica. As curvas dos fragmentos 109-219 P e NP foram plotadas no mesmo

grafico, enquanto a curva do fragmento 90-231 foi plotada separadamente em outro grafico.
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Figura 3: Apresenta os graficos de RMSF de Ca em fungdo do residuo, considerando os ultimos 2,5 ns de
simulagdo. Em (@) sdo apresentadas as curvas de RMSF para o fragmento 109-219 P (curva em preto) e NP

(curva em vermelho). Em (b) é apresentado o grafico de RMSF para o fragmento 90-231 P.

A Figura 4 apresenta os graficos de raio de giro (RG) em fungdo do tempo de
simulacdo. Na Figura 4 (a) as curvas de RG dos fragmentos 109-219 P e NP sdo plotadas no

mesmo grafico e na Figura 6 (b) as curvas de RG dos fragmentos protonados de residuos

109-219 e 90-231 sdo plotados no mesmo grafico.
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Figura 4: (a) Grafico de RG em fun¢do do tempo para os fragmentos 109-219 P e NP. A curva em vermelho
representa o fragmento NP e a curva em preto, o P (b) Grafico de RG em fun¢do do tempo para os fragmentos

protonados. A curva em vermelho representa o fragmento 109-219 e a curva em preto, o fragmento 90-231.
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A Figura 5, a seguir, apresenta os graficos de superficie acessivel ao solvente (SAS)

em funcao do tempo para os fragmentos 109-219 P e NP, e para o fragmento 90-231 P.
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Figura 5: Graficos de superficie acessivel ao solvente em func¢do do tempo de simulagdo. Em (@) ¢ representado
o grafico para o fragmento 109-219 P; em (b) ¢é apresentado o grafico para o fragmento 109-219 NP. Em (c), o
grafico para ofragmento 90-231 P. Para os graficos (a), (b) e (c) as curvas em vermelho, preto e verde
representam, respectivamente, superficie hidrofilica, hidrofobica e total acessivel ao solvente.
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A Figura 6, apresenta os graficos de ligacdes de hidrogénio intramoleculares (proteina-
proteina) e intermoleculares (proteina-solvente) para o fragmento 109-219 P e NP em funcao

do tempo de simulagao.
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Figura 6: (a) Grafico de ligagdes de hidrogénio intramoleculares. (b) Grafico de ligagdes
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intermoleculares. Para ambos os graficos, as curvas em preto representam o fragmento 109-219 P e as curvas em

vermelho, o NP.

A Figura 7, apresenta os graficos de ligacdes de hidrogénio intramoleculares (proteina-

proteina) e intermoleculares (proteina-solvente) para o fragmento 90-231 P em funcdo do

tempo.
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Figura 7: (a) Grafico de ligagdes de hidrogénio intramoleculares em fungdo do tempo
de hidrogénio intermoleculares em fungdo do tempo. Para ambos os graficos, as curvas em preto representam o

fragmento 90-231 P.
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As Figuras 8, 9 e 10 mostram graficos de nimero de residuos de aminoacidos
envolvidos em um dado tipo de estrutura secundaria em fun¢ao do tempo. As figuras 8, 9 ¢ 10

referem-se, respectivamente, os fragmentos 109-219 P, 109-219 NP e 90-231 P.

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam, a seguir, os mapas de contato de residuos de
aminoacidos para os tempos de simulacdo correspondentes a 0 e 20 ns. Juntamente com esses
mapas de residuos estdo apresentadas as images da estrutura da proteina relativas aos tempos
citados em cada um dos mapas de contato. As figuras 11, 12 e 13 referem-se,

respectivamente, aos fragmentos 109-219 P, 109-219 NP e 90-231 P.

E as Figuras 14, 15 e 16 referem-se aos graficos de residuos de aminoacidos da cadeia
polipeptidica em fun¢do do tempo de simulagdo. As diferentes coloragdes mostradas em cada
um dos graficos indicam o tipo de estrutura secundaria na qual o residuo permaneceu
envolvido em cada instante de tempo ao longo da simulacao. As Figuras 14, 15 e 16 referem-

se, respectivamente, aos fragmentos 109-219 P, 109-219 NP e 90-231 P.
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Figura 8: Grafico de nimero de residuos envolvidos com tipos de estrutura secundaria em fun¢do do tempo para
o fragmento 109-219 P. As estruuras secundarias representadas pelas curvas em preto, cinza claro, vermelho,
amarelo, rosa , verde, azul e roxo sdo, respectivamente, structure, a-helix, coil, bend, turn, B-sheet, p-bridge e
3-helix.
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Figura 9: Grafico de nimero de residuos envolvidos com tipos de estrutura secundaria em fungdo do tempo para
o fragmento 109-219 NP. As estruuras secundarias representadas pelas curvas em preto, cinza claro, vermelho,
amarelo, rosa , verde, azul e roxo sdo, respectivamente, structure, o-helix, coil, bend, turn, B-sheet, B-bridge e
3-helix.
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Figura 10: Grafico de niimero de residuos envolvidos com tipos de estrutura secundaria em fung¢éo do tempo do
fragmento 90-231 P. As estruuras secundarias representadas pelas curvas em preto, cinza claro, vermelho,
amarelo, rosa , verde, azul e roxo sdo, respectivamente, structure, a-helix, coil, bend, turn, B-sheet, p-bridge e
3-helix.
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Figura 11: As Figuras (a), (b), (c) e (d) sdo relativas ao fragmento 109-219 P. Os graficos (a) e (b) representam
os mapas de residuos de aminoéacidos , nos quais os eixos X e y sdo realativos ao numero dos residuos de
aminoacidos. A escala indicada abaixo desses mapas trata sobre a distanciados pares de aminoacidos. Quanto
mais proxima do branco mais proximos os aminoacidos da cadeia polipeptica estardo uns dos outros. As Figuras
(a) e (b) referem-se, respectivamente, aos instantes de tempo de 0 e 20 ns. As Figuras (c) e (d) sdo imagens do
fragmento protéico referente, respectivamente aos instantes de tempo 0 e 20 ns.
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Figura 12: As Figuras (a), (b), (c¢) e (d) s@o relativas ao fragmento 109-219 NP. Os graficos (a) e (b)
representam os mapas de residuos de aminoacidos , nos quais os eixos x e y sdo realativos ao numero dos
residuos de aminoacidos. A escala indicada abaixo desses mapas trata sobre a distinciados pares de
aminoacidos. Quanto mais proxima do branco mais proximos os aminoacidos da cadeia polipeptica estarfo uns
dos outros. As Figuras (a) e (b) referem-se, respectivamente, aos instantes de tempo de 0 e 20 ns. As Figuras
(c) e (d) sdo imagens do fragmento protéico referente, respectivamente aos instantes de tempo 0 e 20 ns.
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Figura 13: As Figuras (a), (b), (c) e (d) sdo relativas ao fragmento 90-231 P. Os graficos (a) e (b) representam
os mapas de residuos de aminoacidos , nos quais os eixos X ¢ y sdo realativos ao nimero dos residuos de
aminoacidos. A escala indicada abaixo desses mapas trata sobre a distanciados pares de aminoacidos. Quanto
mais proxima do branco mais proximos os aminoacidos da cadeia polipeptica estardo uns dos outros. As Figuras
(a) e (b) referem-se, respectivamente, aos instantes de tempo de 0 e 20 ns. As Figuras (c) e (d) sfo imagens do
fragmento protéico referente, respectivamente aos instantes de tempo 0 e 20 ns.
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Figura 14: Grafico de residuos de aminoécidos do fragmento 109-219 P em fungdo do tempo. As cores branco,
vermelho, preto, verde, amarelo, azul e cinza representam, respectivamente, estruturas secundarias do tipo coil,
B-sheet, B-bridge, bend, turn, a-helix ¢ 3-helix. Estas sdo os tipos de estruturas secundarias que os residuos de
aminoacidos podem assumir nos instantes de tempo ao longo da simulacdo.
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Figura 15: Grafico de residuos de aminoacidos do fragmento 109-219 NP em fungdo do tempo. As cores
branco, vermelho, preto, verde, amarelo, azul e cinza representam, respectivamente, estruturas secundarias do
tipo coil, B-sheet, B-bridge, bend, turn, a-helix e 3-helix. Estas sdo os tipos de estruturas secundarias que os
residuos de aminoacidos podem assumir nos instantes de tempo ao longo da simulag@o.
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Figura 16: Grafico de residuos de aminoacidos do fragmento 90-231 P em fun¢ao do tempo. As cores branco,
vermelho, preto, verde, amarelo, azul, roxo e cinza representam, respectivamente, estruturas secundarias do tipo
coil, B-sheet, B-bridge, bend, turn, a-helix, 5-helix e 3-helix. Estas sdo os tipos de estruturas secundarias que os
residuos de aminoacidos podem assumir nos instantes de tempo ao longo da simulagdo.
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5. Discussao

A sequéncia de aminodcidos destacada em azul, na se¢do 3.6 (Protocolo de simulagdo)
representa o fragmento de residuos 109-219. Esta mesma sequéncia acrescida das

extremidades em vermelho, representa o fragmento 90-231.

Os graficos de RMSD de Ca foram calculados tomando como referéncia estruturas
correspondentes aos tempos de 0 ns de simulagdo. Nas Figuras 2 (a) e 2 (b) as curvas em
preto representam o fragmento 109-219 P e sdo, obviamente, equivalentes. A Figura 2 (a)
apresenta uma comparagao das curvas de RMSD de Ca dos fragmentos de residuos 109-219 P
e NP. Observa-se que a curva do fragmento P (em preto) atinge um patamar em torno de
0.6 nm nos ultimos 5 ns de simulagdo. Enquanto a curva do fragmento NP (em vermelho)
atinge um patamar em torno de 0.4 nm. Estes patamares representam a convergéncia do
pardmetro analisado. No artigo de Alonso et. al. ° foram obtidos para o fragmento P e NP,
respectivamente, valores em torno de 0.5 e 0.2 nm. Com isso, pode-se inferir que a relagao
entre os RMSD's dos fragmentos P e NP, produzidos no presente trabalho, ¢ mantida
conforme o apresentado no artigo de Alonso e. al.°. No entanto, os valores de RMSD obtidos
neste trabalho sdo superiores aos apresentados pelo artigo de Alonso et al. ° Isto pode ser

explicado pela utilizagdo de campos de forcas diferentes.

A Figura 2 (b) compara as curvas de RMSD de Ca dos fragmentos protonados
109-219 e 90-231. A curva do fragmento 90-231 converge em torno de 1 nm. Com isso,
constata-se que o aumento da cadeia polipeptidica ¢ acompanhado de aumento no valor de
RMSD. O que se mostra coerente com o fato de o desvio médio quadrético ter sido calculado

sobre um maior nimero de atomos.

A Figura 3 (a) apresenta o grafico de RMSF de Ca dos fragmentos 109-219 P (em
preto) e NP (em vermelho). Para o fragmento P foram observados picos e vales de RMSF.
Relacionando a curva de RMSF do fragmento P com o gréafico da Figura 14 (que identifica o
tipo de estrutura secundaria que cada regido deste fragmento apresenta) ¢ possivel identificar
a mobilidade devida a cada tipo de estrutura secundaria do fragmento em questdo. Assim, sao
verificados os seguintes picos centrados nos residuos 123 (mobilidade 0.15 nm),

143 (0.16 nm), 155 (0.13 nm) e 170 (0.17 nm). Todos estes picos representam regides de
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“bends”. Os vales sdo observados nos intervalos de residuos 115-120 (com minimo em torno
de 0.1 nm), 125-135 (0.07 nm), 143-152 (0.06 nm), 161-165 (0.04 nm), 170-185 (0.06 nm) e
202-215 (0.03 nm). As regides 115-120, 125-135 e 161-165 podem ser relacionadas com
estruturas  P-sheet, enquanto as regides 143-152, 170-185 e 202-215 podem ser relacionadas

com estruturas a-helix.

De maneira analoga, procede-se para o fragmento 109-219 NP (curva vermelha)
apresentado na Figura 3 (a). Assim, pode-se destacar os seguintes picos de RMSF: centrados
em 125 (mobilidade em torno de 0.18 nm), 135 (0.23 nm), 170 (0.17 nm) ¢ 194 (0.1nm). Para
relacionar o tipo de estrutura secundéria com os picos citados, deve-se observar a Figura 15.
Assim, verifica-se que o primeiro pico representa uma regido de “turn”. O segundo e o
terceiro picos estdo relacionados com regides de “bend”. Enquanto o quarto pico estd
relacionado com a regido final de uma helix, sendo essa a causa da diminui¢do do pico com
relacdo a estrutura protonada. Os vales podem ser observados nos intervalos de residuos
equivalentes a 128-132 (com minimo em torno de 0.07 nm), 145-162 (0.04 nm), 175-190
(0.04 nm) e 196-216 (0.04 nm). O primeiro vale estd relacionado com regido de B-sheet,

enquanto os demais vales estdo relacionados com regides de a-helix.

Comparando a curva de RMSF do fragmento 109-219 P simulado no presente trabalho
com o apresentado no artigo de Alonso et al.” constata-se: as hélices de residuos 146-152,
200-213 possuem menores mobilidades que as apresentadas no artigo de Alonso et al.’,
enquanto a hélice 173-186 possui aproximadamente a mesma mobilidade; os picos em 194 ¢
170 sdo, respectivamente, mais ¢ menos acentuados do que os apresentados no artigo de
Alonso et al.” As regides p-sheet 128-131 e 161-163 sio levemente menos méveis que as do

artigo’.

Analogamente, comparando a curva de RMSF do fragmento NP do presente trabalho
com a produzida pelo artigo de Alonso et al.’, verifica-se: as regides de hélices, produzidas
neste trabalho, apresentam mobilidades levemente superiores; o pico em 170 ¢
acentuadamente mais elevado no presente trabalho; o pico centrado em 135 ndo aparece no
RMSF apresentado no artigo de Alonso et al’; e, por fim, a menor mobilidade verificada na
regidio N-terminal do artigo Alonso et al. * deve-se ao surgimento de duas hélices nos residuos
110-113 e 117-118. De maneira geral, o presente trabalho produziu uma menor diferenca
entre as curvas de RMSF de Ca que a observada na publicagio de Alonso et. al °. Essa e

outras diferengas podem ser explicadas pela utilizacdo de campos de forgas diferentes.
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A comparagdo das curvas de RMSF dos fragmentos protonados 109-219 e 90-231
pode ser feita observando as Figuras 3 (a) e (b). Deve-se levar em conta, ainda, para tal
comparagdo as Figuras 14 e 16 que mostram os tipos de estruturas secundaria que apresentam
as proteinas em questdo. Destacam-se algumas diferencgas na comparagdo destas estruturas: o
pico em 190 sofreu sensivel diminui¢do no fragmento 90-231, devido ao surgimento de uma
B-sheet na regido que separa duas hélices; o pico em 170 ¢ atenuado cerca de 0.6 nm com
relacdo ao fragmento 109-219; o pico em 120 apresentou significativo aumento, devido ao
surgimento de uma “bend” na regido que antes, no fragmento 109-219, fazia parte de uma
B-sheet; por fim, o vale 143-152 apresenta aumento de cerca de 0.04 nm em seu ponto de
minimo, para o fragmento maior, aumentando com isso a mobilidade da a-helix verificada
nesta regido. O aumento da cadeia gerou um novo pico em 108 (com mobilidade de cerca de
0.22 nm). Verificou-se, ainda, que as extremidades C- e N-terminais do fragmento alongado
possuem mobilidades muito maiores do que as verificadas nas extremidades do fragmento

109-219.

A Figura 4 (a) apresenta as curvas de raio de giro (RG) dos fragmentos 109-219 P ¢
NP em fungao do tempo. Observa-se que a curva do fragmento NP ¢ levemente inferior ao do
P, indicando que o primeiro ¢ mais compacto que o segundo. Observando, ainda, a Figura 4
(b) verifica-se que a curva do fragmento 109-219 P (curva preta) possui menor RG, sendo,
portanto, mais compacta, que o fragmento 90-231 P (curva vermelha). Isso ¢ coerente com o

fato de a cadeia polipeptidica ter sido prolongada.

Nos graficos da Figura 5 sdo apresentadas as curvas de superficie total (verde),
hidrofébica (preta) e hidrofilica (vermelha) acessiveis ao solvente. As Figuras 5 (a) e (b), sdo
relativas, respectivamente, aos fragmentos 109-219 P e NP. A superficie acessivel ao solvente
(SAS) total, hidrofobica e hidrofilica para o fragmento P ficam, respectivamente, em torno de
115, 57 ¢ 57 nm’. Enquanto para o NP, ficam em torno de 100, 52 ¢ 48 nm’. Os maiores
valores obtidos para o fragmento P podem ser explicados pela protonacdo de seus residuos
His, Glu e Asp. Esta protonagdo diminui o nlimero de sitios disponiveis para a realizacao de
ligacdes de hidrogénio. Com isso, promove-se uma leve abertura da estrutura protéica e,
consequentemente, ¢ facilitado o acesso de moléculas de solvente no interior da

macromolécula biologica.

Compara-se, ainda, os graficos de SAS dos fragmentos protonados 109-219 e 90-231

apresentados, respectivamente, nas Figuras 5 (a) e (c¢). Observando a Figura 5 (c) constata-se
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valores de SAS total, hidrofobica e hidrofilica, respectivamente, proximas de
125, 60 e 65 nm”. Esses valores sdo notadamente superiores aos observados na Figura 5(a)
para o fragmento 109-219 P. Isto pode ser facilmente explicado pelo aumento do nimero de
residuos de aminodcidos da cadeia principal da proteina. Além disso, percebe-se que o
aumento da cadeia também provocou o aumento do numero de residuos hidrofilicos

acessiveis ao solvente, com relagao aos hidrofébicos.

As Figuras 6 (a) e (b) referem-se, respectivamente, as ligagdes de hidrogénio (LH)
intramoleculares (proteina-proteina) e intermoleculares (proteina-solvente) dos fragmentos
109-219 P e NP. Em ambas figuras observa-se que o niimero de LH ¢ superior para o
fragmento NP (curvas em vermelho). O que é coerente com o fato deste fragmento nao
possuir seus residuos His, Glu e Asp protonados. A ndo protonagdo deste fragmento
possibilita um maior niimero de sitios disponiveis para o estabelecimento de ligacdes de

hidrogénio.

As Figuras 7 (a) e (b) referem-se, respectivamente, as ligagdes de hidrogénio (LH)
intramoleculares (proteina-proteina) e intermoleculares (proteina-solvente) do fragmento
90-231. O numero de LH intramoleculares fica em torno de 100, enquanto o numero de LH
intermoleculares fica em torno de 300. Esses valores sdao ambos superiores aos apresentados
para o fragmento 109-219 P (Figura 6). O que ¢ coerente, pois o aumento da cadeia
polipeptidica implica no aumento no numero de sitios disponiveis para LH, tanto intra como

intermoleculares.

As Figuras 8, 9 e 10 apresentam o nuimero de residuos envolvidos em tipos de
estruturas secundarias ao longo da simulagdo. O fragmento 109-219 P (Figura 8) apresenta
cerca de 10 residuos B- sheet e 35 residuos a-helix; o fragmento 109-219 NP apresenta 15
residuos B-sheet e 44 a-helix; e, o fragmento 90-231 P apresenta 16 residuos B-sheet e 48
residuos a-helix. Assim, observa-se que, por influéncia do pH, é maior o nimero de residuos
B-sheet e o-helix para o fragmento 109-219 NP do que para o fragmento 109-219 P.
Enquanto, por efeito do aumento da cadeia polipeptidica, tem-se um maior niimero de
contetdo B-sheet e a-helix para o fragmento P de maior cadeia principal. De maneira geral,
todas as simulagdes promoveram aumento de estrutura B-sheet e diminuigcdo de estrutura
a-helix.

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam uma relacdo de residuos em fun¢do do tempo. As

coloragdes mostradas nestas figuras indicam o tipo de estrutura secunddria na qual cada
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residuo da proteina encontra-se envolvido ao longo do tempo de simulagdo. Assim,
observando a Figura 14, constata-se para o fragmento 109-219 P: B-sheet nas regides 118-120
(formada a partir de 5 ns), 128-131 e 161-163; B-bridges (formadas a partir de 13,5 ns) nas
regides 189-191 e 194-196; a-helix nas regides 146-152, 173-186 e 200-213. Os finais das

a-helix 200-213 e 173-186 sdo desnaturadas ao longo da simulagao.

Observando a Figura 15 identificam-se as seguintes estruturas secundarias para o
fragmento 109-219 NP: regides B-sheet em 120-122, 125-127 (formada a partir de 10 ns),
129-133 (formada a partir de 10 ns) e 160-163; a-helix em 146-155, 176-193 e 200-216. A
a-helix 146-155 sofre desnaturacdo nos residuos iniciais e finais que a compde, enquanto a

a-helix 176-193 sofre desnaturacdo nos residuos iniciais que a compoe.

Analisando a Figura 16, verifica-se para o fragmento 90-231 P: regides B-sheet em
98-102 (formada a partir de 11 ns), 130-132, 162-164 e 195-199 (formada a partir de 11 ns);
regioes a-helix em 145-153, 174-184 e 200-227(esta sofre leve desnaturagdo nos residuos
finais). A a-helix 174-184 sofre forte desnaturagdo nos residuos finais. Isso ocorre devido ao

surgimento de uma B-sheet na regido de separagdo das duas ultimas a-helix da sequéncia.

Com o intuito de estabelecer a proximidade entre as estruturas secundarias (definidas
a partir das Figuras 14, 15 e 16) das proteinas estudadas, foram empregados os mapas de
contato de residuos, apresentados nas Figuras 11, 12 e 13 (relativas ao tempo de 20 ns de
simulacdo). Observando a Figura 11 (b) verifica-se, de fato, uma proximidade das regides
B-sheet 118-120, 128-131 e 161-163 pela representacdo de areas brancas nas conexdes entre
estes fragmentos. As [B-bridges, também, mostraram-se proximas entre si. No entanto, as
B-bridges nao apresentam contatos com as regides P-sheet, o que corrobora a existéncia de um

nucleo B-sheet formado por somente 3 B-strands.

Analisando a Figura 12 (b) observa-se, para o fragmento NP 109-219, que as strands
120-122, 125-127, 129-133 e 160-163 apresentam-se todas proximas umas das outras. Com
isso, tem-se a formacdo de um ntcleo B-sheet composto por 4 B-strands. E, analisando a
Figura 13 (b) constata-se, para o fragmento 90-231 P, que a regido 98-102 possui contato com
a regiao 195-199. Por sua vez, a regido 130-132 ¢ proxima da regido 162-164. Com isso,
pode-se concluir que existem duas estruturas -sheet, de duas -strands cada, neste fragmento

protéico.
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As Figuras 11 (a), 12 (a) e 13 (a) (relativas ao tempo de 0 ns) mostram proximidade
entre os residuos N-terminais (regidao 109-135). Essa proximidade ¢ alterada, para os trés
casos, com o passar do tempo de simulagdo. As imagens (c) e (d), apresentadas nas Figuras

11, 12 e 13, representam "fotos" das proteinas nos tempos de 0 e 20 ns, respectivamente.
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6. Conclusoes

Podem ser observadas significativas diferengas estruturais entre os fragmentos
protéicos simulados neste trabalho e os propostos pelo artigo de Alonso et al °. Baseados nos
resultados deste, compreende-se o surgimento de [-bridges entre as a-helix finais do
fragmento 109-219 P (simulado no presente trabalho) como um evento estrutural ndo

esperado.

Os diferentes valores de RMSD e RMSF de Co também apontam para diferencas
estruturais entre os fragmentos 109-219 P e NP produzidos neste trabalho e os apresentados
por Alonso et al °. Os resultados aqui explanados, indicam uma maior formagio de estrutura
B-sheet para o fragmento 109-219 simulado em pH neutro, com relagcdo ao simulado em pH
baixo. Esse resultado contradiz a proposta do artigo de Alonso et al®, o qual sugere que o
fragmento simulado em baixo pH conduz a um aumento significativo do contetido B-sheet

com relagdo a simulagdo realizada em pH neutro.

O estudo da influéncia do pH na conversdo PrP-sen = PrP-res, realizado no presente
trabalho, aponta que a escolha do campo de for¢as pode ter um papel chave na aquisi¢ao de
conformagdes estruturais modelos para a proteina patologica responsavel pelas doengas
prionicas. Contudo, a producdo de diferentes resultados obtidos pelo uso de diferentes
campos de forcas enfatiza a necessidade da reproducdo dos experimentos utilizando um
terceiro campo de forgas, a exemplo do AMBER?’. Com isso, sera possivel avaliar se os
resultados apresentados pelo artigo de Alonso et al. ® sdo factiveis ou se foram resultados de

meros artificios computacionais.

O aumento da cadeia polipeptidica também resultou em diferengas estruturais. Este
aumento induziu consequente acréscimo na mobilidade dos residuos N-terminais. Com isso,
propiciou-se o pareamento de residuos N-terminais com residuos localizados entre as duas
a-helix finais do fragmento 90-231 P. Este fenomeno nao poderia ser observado para o
fragmento 109-219, uma vez que os residuos envolvidos em tal pareamento fazem parte,

justamente, dos residuos adicionados a cadeia.

Dentre todos os fragmentos simulados, o que parece ter apresentado maior

constitui¢do de um nucleo B-sheet, aos moldes do modelo proposto no artigo de Alonso et al.”,
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¢ 0 109-219 NP. No entanto, novas simulagdes devem ser realizadas utilizando um campo de
forgas diferente. Com isto, pretende-se avaliar a confiabilidade tanto das estruturas produzidas
neste trabalho, como aquela estrutura proposta por Alonso et al. * como unidade bésica para o

"modelo espiral".
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