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Resumo

Prions sdo proteinas que causam um grupo de doengas 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 (PrPS¢; o prion) na
qual prevalecem folhas-B. Devido a falta de dados estruturais de alta resolucdo dos prions,
simulacfes de dinamica molecular (DM) podem ser particularmente Uteis para estudar o
redobramento de PrP. Estudos experimentais e computacionais, descritos na literatura, indicam
que a utilizacdo de pH acido € capaz de criar certa 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 de diferentes campos de forca (GROMOS96 53a6, GROMOS96 43al,
AMBER99SB, AMBER99SB-ILDN, CHARMMZ27 e OPLS) simulados para as condi¢des de
pH neutro e &cido. A partir das anlises, observou-se uma forte dependéncia dos resultados com
0 campo de forca empregado. Além disso, somente os campos de forca GROMOS96 53a6 e
AMBER99SB demonstraram tendéncia a expansdo do nucleo de folhas-p na regiao N-terminal
da proteina simulada sob pH acido e conseguiram representar adequadamente a condi¢do
neutra. As estruturas correspondentes a esses campos de forca em pH éacido, foram, entéo,
utilizadas como ponto de partida para novas simulacdes de DM em pH neutro (pH 7,4). Essa
situacdo de retorno ao pH neutro ocorre quando o prion sai do compartimento endossomal
(submetido a pH 4cido) e retorna a superficie externa celular (onde estaria submetida
novamente a pH neutro). Os resultados desse estudo de retorno ao pH neutro apontaram para a
ndo reversibilidade de PrP%, com a manutencio da cauda N-terminal voltada para a

extremidade N-terminal da a-hélice HB.

Palavras-chave: Prion; Simulac¢des de Dinamica Molecular; Campos de forca; pH.
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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 (PrPS¢; the prion) in which B-sheet prevails. Due
to the lack of high resolution structural data of the prions, molecular dynamics simulations
(MD) may be particularly useful to study the refolding of PrP. Experimental and computational
studies, described in the literature, indicate that the use of acidic pH is capable to create some
structural instability, producing a gain of B-structure in the previously unstructured N-terminal
region.

This work proposes to investigate computationally the structural changes in the cellular
prion protein of the Syrian hamster induced by pH change. For this, the influence of different
force fields (GROMOS96 53a6, GROMOS96 43al, AMBER99SB, AMBER99SB-ILDN,
CHARMMZ27 and OPLS) were evaluated for neutral and acid pH conditions. From the analysis,
a strong dependence of the results with the force field was observed. In addition, only the
GROMOS96 53a6 and AMBER99SB force fields showed a tendency to expand the B-sheet
nucleus in the N-terminal region of the simulated protein under acid pH and were able to
adequately represent the neutral condition. The structures corresponding to these force fields
under acidic pH were then used as the starting point for new MD simulations under neutral pH.
This situation of return to the neutral pH occurs when the prion leaves the endosomal
compartment (submitted to acid pH) and returns to the external cellular surface (where it would
be submitted again to neutral pH). The results of this neutral pH return study pointed to the non-
reversibility of PrPS¢, with the maintenance of the N-terminal tail facing the N-terminal end of
the a-helix HB.

Keywords: molecular dynamics; force fields; pH; prion; secondary structure.
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1. INTRODUCAO

Prions (PRoteinaceous Infectious ONly Particle) sdo proteinas infecciosas relacionadas
a um grupo de doencas neurodegenerativas invariavelmente fatais que afetam seres humanos e
animais (sendo uma das mais conhecidas, a doenca da vaca louca).! Acredita-se que a proteina
prion celular (PrP®), rica em estrutura a-helicoidal, sofra uma mudanca conformacional que
resulta na proteina patologica (PrPS¢; o prion, cuja estrutura terciaria ainda nio foi
experimentalmente resolvida), rica em folhas-B. Assim, as isoformas PrP¢ e PrPS¢ apresentam
a mesma sequéncia de aminoacidos, mas com diferentes contetdos de estruturas secundarias e
terciérias. Estudos realizados na ultima década tém indicado que os mecanismos celulares e
moleculares de inimeras desordens neurodegenerativas (como Alzheimer, Parkinson e
Huntington) s&o semelhantes aqueles que originam as doencas pridnicas.?

Uma vez que ambas as isoformas PrP sdo quimicamente indistinguiveis, acredita-se
que uma conversio conformacional de PrPC desencadeie a geracéo de PrP¢.2 Dentre os modelos
cinéticos que descrevem essa conversdo, um dos mais aceitos sugere um equilibrio rapido
entre as isoformas monomeéricas. Neste modelo, a etapa limitante de reacdo seria a formacéo de
um oligdmero de PrP*¢, que poderia atuar como um ndcleo para posterior conversio de PrP¢ e
crescimento de oligbmeros, resultando na formacédo de placas amil6ides no espaco extracelular
de neurdnios.*

Entre os fatores que influenciam a conversdo conformacional, condi¢Ges celulares como
a composicdo da membrana lipidica, a ligagdo a ions metalicos, interacdo com proteinas
chaperonas e estresse oxidativo parecem desempenhar um papel importante na formacao de
PrPSc59 Além disso, organelas endociticas sdo relatadas como possiveis locais para a
conversdo de PrP®. Experimentalmente, o pH &cido endossomal é comumente usado para
induzir conversdo estrutural de PrP® em PrP*¢.1%12 Com base nesses resultados, indmeros
trabalhos empregando métodos computacionais tém sido realizados para investigar a influéncia
do pH na conversdo conformacional da proteina prion celular.t*7

De maneira geral, a caracterizacdo de propriedades conformacionais de proteinas em
nivel atdbmico é um grande desafio e torna-se particularmente dificil quando trata-se do processo
de conversdo PrP® - PrP%, Neste contexto, as simulagbes computacionais via dindmica
molecular (DM) apresentam-se como uma alternativa viavel para este tipo de investigacdo.®
Como o processo de conversdo PrP® - PrPS° ¢ associado com substancial alteracio
conformacional e ndo envolve reagdes quimicas, € ideal para ser investigado por simulacdes de

dindmica molecular (DM).
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Uma vez que os estudos in silico, descritos na literatura, utilizam diferentes fragmentos
de PrP¢ (de diferentes tamanhos e correspondentes a diferentes organismos) e diversos
protocolos de simulacdo, torna-se dificil determinar a influéncia dos campos de forca na
formacdo de PrPS. Dessa forma, o presente trabalho tem como intuito investigar
computacionalmente a conversdo conformacional da proteina prion celular do hamster Sirio
(residuos 109-219)8. Para tanto, foram realizadas simulagdes de DM para avaliar, nesse
processo, a influéncia de diferentes campos de forca (GROMOS®? AMBER?*2,
CHARMM27%2% e OPLS?®) em pH neutro (pH 7,4) e 4cido (pH 3). A partir da definicdo do
campo de forga mais adequado para observar tal converséo estrutural, foram realizadas, ainda,
simulacdes de DM do retorno da estrutura convertida em pH acido (modelo de PrP5%) ao pH
neutro. Com isso, espera-se elucidar alguns aspectos estruturais no processo de conversao
conformacional, assim como entender a estabilidade do modelo de proteina patoldgica (PrP)

frente ao pH neutro em ambiente fisiologico.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi produzir modelos da proteina patoldgica, PrPS¢, em

pH &cido. Entre os objetivos especificos do presente trabalho, encontram-se:

1. Avaliar o efeito do uso de diferentes campos de forca (GROMOS96 43a1!®, GROMOS96
53a6%°, AMBER99SB???, AMBER99SB-ILDN?, CHARMM27%4% e OPLS-AA/L?®) para
estudar a influéncia do pH acido no processo de conversdo da proteina prion celular do hamster
Sirio (PDB ID: 2PrP)*,

1.1 Realizar simulagdes para os campos de forca em duas condigdes distintas de pH: neutro,
pH 7,4, e &cido, pH 3,0. Com o intuito de verificar a reprodutibilidade dessas simulagdes,

foram realizadas 5 réplicas em cada uma das condicGes para cada campo de forca.

1.2 Definir os campos de forca mais adequados para produzir modelos da proteina

patoldgica, PrPS¢, em pH acido.

2. As estruturas correspondentes a esses campos de forca em pH &cido, foram, entdo, utilizadas
como ponto de partida para novas simulacbes de DM em pH neutro (pH 7,4). Essa situacédo
seria 0 correspondente celular de a proteina dentro do compartimento endossomal (submetida
a pH acido) retornar a superficie externa celular (onde estaria submetida novamente a pH
neutro). Com isso, pretende-se avaliar a estabilidade estrutural do modelo gerado de PrP>¢ frente

ao seu retorno ao pH neutro.
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3.1 Prions
3.1.1 Histérico e incidéncia das doengas pridnicas

Apesar de existirem relatos das doengas 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 Grd-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.?®
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Figura 1: Quatro pessoas afetadas por Kuru (uma doenca pridnica), mantidas de pé com o auxilio

de estacas de madeira. As trés meninas sentadas também estdo afetadas pela doenga.?®




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na década de 1950, foi identificada uma desordem neuroldgica acometendo aldeias
indigenas da tribo dos montes Fore, na Papua Nova Guiné (Figura 1). Denominada Kuru, essa
doenca fatal atingia cerca de 10% da populacéo indigena local. Investigacfes de centenas de
casos clinicos revelaram que a pratica de canibalismo era o principal disseminador da doenca.
Embora a proibigdo das préaticas de canibalismo tenham levado ao decaimento exponencial da
propagagdo do Kuru, a doenga resultou na morte de mais de trés mil indigenas das tribos de
Nova Guiné.?®

O interesse dado as doencas pri6nicas ressurgiu 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 doenga como encefalopatia espongiforme bovina
(EEB), 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.?® A Figura 2 mostra a incidéncia de casos de
EEB no Reino Unido e em paises da Unido Europeia e fora dela, incluindo Canada, Israel,

Liechtenstein, Jap3o, Suica e Estados Unidos.*°
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Figura 2: Incidéncia da doenca da vaca louca (EEB) no Reino Unido e em paises da Unido Europeia

e fora dela, incluindo Canada, Israel, Liechtenstein, Japdo, Suica e Estados Unidos.*
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Em 1995 estudos relataram a existéncia de uma forma atipica da doenga de Creutzfeldt-
Jakob (DCJ), que afetava pessoas com menos de 30 anos.3! Um ano depois, novos estudos
sugeriram que prions de origem bovina 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, 0 que representou um custo de
6,8 bilhdes de euros ao Reino Unido, causando uma crise no setor pecuario deste pais.?®

Em humanos, a desordem priénica mais disseminada é a doenca de Creutzfeldt-Jakob.
Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a incidéncia de DCJ em paises que
possuem vigilancia é de um por milhdo de habitantes. No Brasil, o sistema de vigilancia de DCJ
foi implantado em 2005, pelo Ministério da Saude (MS) e pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Desde entdo, foi possivel levantar a incidéncia da doenca
no Brasil, chegando-se a estimativa de até dois casos por milhdo de habitantes. A Figura 3, a
seguir, mostra 0 numero de casos notificados e de casos confirmados no Brasil entre os anos de
2005 e 2013.%
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Figura 3: Incidéncia da doenca de Creutzfeldt-Jakob no Brasil entre 2005 e 2013.%
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A definicdo de casos suspeitos, segundo a OMS, é feita com base em histdrico
epidemioldgico e sintomas do paciente, além de exames laboratoriais e de imagem (como a
ressonancia magnética e o eletroencefalograma). A Gnica forma de confirmar definitivamente
a doenca é através de exames neuropatoldgicos de biopsia ou necropsia. Na maioria dos paises,
a falta de sistemas de vigilancia torna a incidéncia da doenca subnotificada. Pacientes que
apresentam deméncia de rapida progressdo devem ser notificados como casos suspeitos de DCJ.
Esses casos devem ser, entdo, investigados pelas Unidades da Federacéo (UFs), com o objetivo
de se confirmar a suspeita da doenca. No Brasil, o estado com maior nimero de casos da doenca
é Sdo Paulo, com 90 casos confirmados entre 2005 e 2013. E interessante notar que a faixa
etaria mais acometida pela doenca no Brasil é a de 60 a 69 anos, conforme mostra a Figura 4, a
seguir. Esses dados concordam com as estimativas mundiais, uma vez que a doenga possuli

longos periodos de incubag&o.
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Figura 4: Incidéncia da doenca de Creutzfeldt-Jakob por faixa etaria no Brasil entre 2005 e 2013.%

3.1.2 Encefalopatias espongiformes transmissiveis

Prions (PRoteinaceous Infectious ONIly particle) séo proteinas infecciosas que causam
um grupo de doencas neurodegenerativas invariavelmente fatais. Este grupo de doencas,
caracterizado por desencadear no cérebro um aspecto esponjoso, € classificado de

Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET).2 As doengas pridnicas (designaco usada
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para agrupar as doengas que possuem o prion como agente causal em comum) atingem seres
humanos e animais.? Entre as doencas que afetam humanos encontram-se a doenca de
Creutzfeldt-Jakob (DCJ), a doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), a insbnia
familiar fatal (IFF) e o kuru.***" Desordens semelhantes em animais incluem o scrapie em
ovinos e caprinos, a encefalopatia espongiforme bovina (EEB ou doenca de vaca louca) em
bovinos e a doenga cronica debilitante (DCD) em veados e alces.®” S&o conhecidas trés formas
de doencas pridnicas em humanos: hereditaria (causada por mutacdes no gene Prnp), esporadica
(de origem desconhecida) e transmissivel.? A Tabela 1, a sequir, resume as principais doencas

pridnicas em seres humanos:

Tabela 1: Doencas priénicas em humanos e animais.®

Doenca Hospedeiro Mecanismo de Patogénese
spCJD humano mutacfes somaticas no gene Prnp
iCJD humano infeccdo por cirurgias ou tratamentos médicos (HGH)
vCJD humano infeccdo por prions bovinos, contaminagdo alimentar
gCJD mutacdes na linhagem germinativa do gene Prnp
GSS humano mutacdes na linhagem germinativa do gene Prnp
FFI humano mutacdes na linhagem germinativa do gene Prnp
Kuru humano infecacdo por canibalismo
Scrapie ovelhas infeccdo em ovelhas geneticamente suscetiveis
EEB gado infeccéo devido a ragfes contaminadas
TME mink infeccdo por prions de ovelha ou gado
CWD alces e cervos desconhecido
FSE gatos infeccdo devido a ragGes contaminadas

A doenga de Creutzfeldt-Jakob é a mais comum dentre as doengas pridnicas em
humanos e apresenta-se nas seguintes formas: esporadica, iatrogénica, variante e genética. A
mais comum delas é a esporadica (spCJD), com uma prevaléncia de um por milhdo de
habitantes por ano. De origem desconhecida, spCJD afeta predominantemente pessoas de meia
idade, com cerca de 60 anos. Entre as possiveis causas da doenca estdo mutacdes somaticas no
gene Prnp (responsavel pela produgdo da proteina prionica). Os primeiros sintomas mais
comuns sdo comprometimento cognitivo e ataxia cerebelar. O diagndstico depende
fundamentalmente de uma revisdo de histérico do paciente. A confirmacdo definitiva s6 é

possivel via autopsia, mas em alguns casos uma biopsia cerebral pode ser solicitada para excluir

8
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outras doencas potencialmente trataveis. A forma iatrogénica, iCJD, ocorre devido a
transmissao acidental de CJD durante procedimentos cirdrgicos (em especial, cirurgias no
cérebro) ou tratamentos medicos (como, o tratamento de criangas com hormonio do
crescimento, HGH) e a principal forma de diagnostico € por revisao de historico do paciente.
Evidéncias cientificas apontam que a forma variante da doenca, vCJD, se deve a infeccdo de
humanos pelo agente da EEB, muito provavelmente devido a ingestdo de carne contaminada.
Entre as caracteristicas mais comuns dessa doenca encontram-se distirbio comportamental e
psiquiatrico (incluindo ansiedade, agitacédo, alucinacdes e depressdo) e/ou sintomas sensoriais
desagradaveis, como dor. A forma genética, gCJD (Figura 5), se deve a mutagdes na regido
codificadora do gene Prnp que sdo teoricamente associadas a uma predisposicéo de desenvolver
a doenca pridnica. E200K é uma das mutacdes mais importantes associadas a gCJD e esta
geograficamente relacionada a incidéncia populacional em duas regides: Israel (afetando
Judeus de origem Libanesa) e Eslovaquia. Outra mutacdo conhecida reside na posicdo 178 da
estrutura primaria da proteina priénica (D178N) associada com a presenca de uma metionina
na posicao 129. A confirmacao definitiva da doenca é feita através de sequenciamento de uma

amostra de DNA do sangue do paciente para verificar a presenca da mutagao no gene Prnp.%

‘ O M e
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Figura 5: Caracteristicas histopatoldgicas dos trés principais subtipos de doencas genéticas de prions.*

A doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) e a insénia familiar fatal (IFF)
(Figura 5) também representam formas genéticas das doencas pribnicas. A mutagdo mais
conhecida associada a GSS ocorre no coédon 102 e resulta na substituicdo de uma prolina por
uma leucina (P102L). De progressdo lenta (podendo se desenrolar por cerca de 6 anos), 0s

9
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principais sintomas dessa doenca sdo: dificuldades cognitivas e comportamentais, assim como
comprometimento cerebelar e piramidal. A insbnia familiar fatal possui caracteristicas
consistentes com uma doenca hereditaria autossdmica dominante. Usualmente, se manifesta em
individuos com a mutacdo D178N associada a uma valina na posicdo 129 da sequéncia
polipeptidica. O sintoma mais pronunciado dessa desordem é a perturbacéo do ciclo sono-
vigilia. Outras caracteristicas incluem superatividade do sistema nervoso simpético e
anormalidades enddcrinas. Na etapa inicial da doenca, o individuo sofre privacdo de sono,
fobias, paranoias e progressiva perda de peso. Na fase terminal, deméncia gradativa e privagédo
de sono evoluem para o coma profundo. A Tabela 2, a seguir, apresenta as principais mutacgoes

associadas a doencas prionicas.®

Tabela 2: Mutacdes somaticas e hereditarias relacionadas a doengas pridnicas.*

Doenca Pridnica Tipo Mutacdo no Gene Prnp
gCJD hereditaria E200K
hereditaria D178N, V129
GSS hereditaria P102L
hereditaria All17V
hereditaria F198S
hereditaria Q217R
FFI hereditaria D178N, M129
GSS somatica Prol02Leu
somatica Prol105Leu
somatica Gly131ival
somatica Tyrl45Stop
somatica GIn160Stop
somatica Phel198Ser
somatica Asp202Asn
somatica GIn212Pro
somatica GIn217Arg

3.1.3 Estrutura e regulacédo do gene Prnp

O gene Prnp de camundongos, ratos, bovinos e ovelhas é composto de trés éxons. Por
outro lado, o gene correspondente em cangurus, humanos e hamsters é composto de dois éxons.

Em seres humanos, esse gene se localiza no braco curto do cromossomo 20. Em muitos casos,

10
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0 gene Prnp possui um promotor CCAAT, ao invés do tradicional TATA box. Além disso, as
regides promotoras de Prnp em hamsters e camundongos contém mdaltiplas copias de
sequéncias ricas em GC repetidas, que potencialmente exercem a funcdo de sitio de ligacédo
candnico para o fator de transcri¢io Sp1.4°

O controle da expressdo do gene Prnp € atribuido a sequéncias dentro de regiGes
flanqueadoras 5', do primeiro intron e de sequéncias ndo-traduzidas (UTR) 3'. Anélises da
regido 5'-flanqueadora mostram que uma forte atividade promotora requer sequéncias no
intervalo de cerca de 80-150 pares de bases (bp) upstream ao éxon 1. Em bovinos, uma
sequéncia promotora proximal entre -88 e -30 dentro da regido flanqueadora 5' requer
simultaneamente a presenca de uma regido de cerca de 770 bp dentro do intron 1 para obter
uma atividade promotora, indicando uma interacdo entre sequéncias promotoras e intrdnicas.
Em camundongos, duas sequéncias igualmente forte promotoras upstream a ambos 0s éxons 1
e 2, assim como uma sequéncia supressora dentro do intron 1, mostraram controlar a atividade
promotora em células de neuroblastoma.*°

Quatro motivos conservados de significado ainda desconhecido foram detectados
upstream ao gene Prnp em ratos, humanos e ovelhas. Além disso, inimeras inserc6es, incluindo
retrotransposons foram descritos dentro do gene Prnp e suas sequéncias promotoras. O grau de
identidade de sequéncias potencialmente promotoras é varidvel entre diferentes espécies de
mamiferos. Bovinos e ovelhas possuem regides flanqueadoras 5' com 89% de identidade de
sequéncia. Comparando sequéncias correspondentes de bovinos contra humanos e roedores, a
identidade cai para 46-62%. Evidéncias de que o gene Prnp seja modulado pela estrutura da
cromatina assim como por potenciais sitios de ligacdo para inimeros fatores de transcricdo,
indicam que a expressdo de Prnp depende fortemente de uma variedade de fatores celulares.
Entre os fatores de transcricdo associados ao gene Prnp, encontram-se: MTF-1 (elemento de
ligacdo ao DNA de metalotioneina-1), Oct-1 (fator de ligacdo de octdmero), NGF1-B (membro
da familia de receptores de horménio esteroide), c-myc (proto-oncogene), MEF-2 (ativador
transcricional), NFAT-1 (associado com a ativagdo Fos/Jun), AhR (qualquer receptor
hidrocarboneto), MRE (elemento de resposta metalica) e HSE (elementos de resposta ao choque
térmico). A Figura 6, a seguir, representa esquematicamente o gene Prnp composto de trés

éxons.*0

11



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Exon1 FExon?2

-4329 Promotor oY l Exon 3
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MEF-2 Oct-1
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MEF2  NGF1-B MTF-1 Apq
AhR

Figura 6: Estrutura do gene Prnp: dominios regulatdrios da regido promotora, localiza¢éo (pode
variar conforme espécie) dos elementos responsaveis dentro do gene e fatores de transcri¢éo
(MTF-1, Oct-1, NGF1-B, MEF-2, NFAT-1, AhR, MRE e HSE).®

3.1.4 Distribuicdo de PrpP¢

A expressdo de mRNA e da proteina, PrPC, é regulada de acordo com as etapas de
desenvolvimento do organismo em questdo, sendo maiores ap0s 0 nascimento com diferentes
cursos de tempo para inUmeras regides do cérebro de hamsters, ratos e camundongos. Niveis
aumentados da expressdo de Prnp se correlacionam ao desenvolvimento do cérebro e a
diferenciacdo neuronal.*® Em seres humanos, a proteina prion celular encontra-se distribuida
em inimeros 6rgdos, incluindo estbmago, rins, baco e cérebro. A Tabela 3, a seguir, apresenta
a distribuicdo de PrP® em diversos 6rgaos do corpo humano, assim como os tipos celulares e as

técnicas de deteccdo utilizadas em cada caso.*
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Tabela 3: Distribuicdo da proteina prion celular detectadas em diferentes drgdos do corpo

humano.*
Orgéo/Tecido Tipo Celular Técnica
Sangue Mondcitos, células T, B e NK anticorpos monoclonais 3F4 e 3F5
Hipocampo Células pré-sinapticas IHQ e ME*
Cérebro Células pré-sinapticas WB e IHQ*
Estémago, rins e baco Gldbulos secretores IHQ*
Mdasculo Membrana plasmatica pds-sinéptica IHQ*

*IHQ = imuno-histoquimica; ME = microscopia eletrénica; WB = western blot.

Em seres humanos, a técnica de imuno-histoquimica permite detectar a presenca de PrP®
no complexo de Golgi, nos glébulos secretores e na membrana plasmatica de células do baco,
dos rins e do estdmago. Essa técnica permite ainda visualizar depdsitos de PrPS¢ em amostras
de tecido cerebelar extraidos de pacientes com CJD horas ap6s o 6bito, conforme Figura 7. A
concentracio de PrP¢ em células da mucosa epitelial do estdmago e intestino sugere que a
proteina tenha um papel importante no trato digestivo.** Em analises de amostras de sangue de
doadores, foram observadas concentracdes substancialmente maiores de PrP® em mondcitos e
linfocitos do que em granulécitos. As células T, NK e os mondcitos apresentaram niveis
similares de PrP¢, enquanto os niveis em células B foram significativamente menores. A
concentracéo de PrPC na juncdo neuromuscular € intensificada no sarcoplasma sub-sinaptico.
Essa regido, associada a membrana endossomal, parece desempenhar um papel importante na

manutencdo das sinapses.‘o4
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Figura 7: Imuno-histoquimica PrP usando o anticorpo monoclonal 3F4: A) Paciente controle;
B) Depdsitos de PrPS® (em preto) em paciente com CJD (cerca de cinco horas ap6s o 6bito). Tecido
cerebelar, no qual trés camadas sdo destacadas: molecular, células de Purkinje e granular. Aumento de
400 vezes.*

3.1.5 Estrutura de PrP¢

PrP¢ ¢é uma sialoglicoproteina externa de membrana ancorada via
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e codificada pelo gene Prnp.*>** No reticulo endoplasmatico,
PrPC sofre clivagem de peptideo de sinal em duas porcdes, uma na regido N-terminal e outra
no dominio C-terminal. Nos seres humanos, a proteina é formada por 253 aminoacidos e as
clivagens ocorrem nas regifes correspondentes aos residuos de aminoacidos 1-22 e 231-253. A
ancora de GPI é anexada a proteina ainda no reticulo endoplasmatico. A proteina prion celular
madura (PrP°) ¢ caracterizada por uma regido N-terminal flexivel (residuos 23-124) e um
dominio globular C-terminal (residuos 125-228) composto por trés a-hélices (HA, HB e HC) e
duas pequenas fitas-f (S1 e S2). A proteina também inclui dois sitios de glicosilacdo (Asn-181
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e Asn-197) e uma ligagio dissulfeto (entre os residuos 179 e 214).4° A Figura 8, a seguir,

resume as principais caracteristicas estruturais de PrP°.

Sitios de ligagdo a
carboidratos
1 23 51 90 112 145 IL !L7 214 231 253
I 1] e I - | |
s
| | '
peptideo sinal nucleo hidrofébico - l peptideo sinal
ligagdo dissulfeto (GPI)
(RE) repeticdes octaméricas
repetigdo incompleta
3 124 125 231

regido N-terminal regido C-terminal
desordenada globular ordenada

Figura 8: A) Estrutura primaria da proteina PrP¢ de camundongo. (adaptado de Brown, 2001).%’
B) PrP€ ancorada em membrana via GPI (adaptado de Acevedo-Morantes, C. Y., 2014).%®

No banco de dados de estruturas tridimensionais de proteinas, Protein Data Bank
(PDB), existem 31 estruturas obtidas por ressonancia magnética nuclear (RMN) e 20 estruturas
obtidas por difracdo de raios X (DRX) para a proteina prion celular humana. Essas estruturas
foram elucidadas entre os anos de 1999 e 2016, sendo que nenhuma delas contém o fragmento
inteiro da proteina prion celular. A estrutura depositada com a maior sequéncia poplipeptidica
possui 145 residuos de aminoécidos (PDB ID 5L6R, fragmento 90-234) e foi depositada
somente em 2016, conforme mostra a Tabela 4. Uma estrutura de tamanho quase equivalente,
fragmento 90-231 (c6digo PDB ID 2PRP), correspondente a proteina prion celular do hamster
Sirio, ja havia sido depositada em fevereiro de 1997. Ao todo, no PDB estdo depositadas 179
estruturas referentes a proteina prion celular (obtidas por RMN ou DRX) para diversos
organismos, incluindo ratos, hamsters, cavalos, bois, galinhas e seres humanos.>*® Iniimeras
dessas estruturas incluem mutacBes conhecidamente associadas & propensdo ao
desenvolvimento de doencas priénicas, como, por exemplo, a mutagdo D178N que se relaciona

a doenca de Creutzfeldt-Jakob.
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Tabela 4: Estruturas tridimensionais para a proteina prion celular para diferentes organismos,

incluindo alguns fragmentos peptidicos.

PDB ID Organismo Meétodo Cadeia Mutacao Resolucdo Posicdes Data de Depésito
10EH Humano RMN A - - 61-68 27/03/2003
5L6R Humano RMN A - - 90-234 31/05/2016
3HEQ Humano DRX  AB D178N 1.80 125-226 10/05/2009
1XYW Alce RMN A - - 121-231 11/11/2004
2KU4 Cavalo RMN A - - 106-216 12/02/2010
1XYJ Gato RMN A - - 121-231 10/11/2004
IXYK Cachorro RMN A - - 122-230 04/01/2005
1IXYQ Porco RMN A - - 121-231 10/11/2004
1Y15 Camundongo  RMN A - 121-232 17/11/2004
1Y2S Ovino RMN A - - 121-231 23/11/2004
2PRP  Hamster Sitio  RMN A - - 90-231 25/11/1998
1DWY Bovino RMN A - - 121-230 15/12/1999
1UW3 Ovelha DRX A R148C, Y155H, R168Q 2.05 128-233 29/01/2004
2FJ3 Coelho RMN A - - 124-228 31/12/2005
2K56 Ratazana RMN A - - 121-231 26/06/2008
2KFL Canguru RMN A - - 119-230 24/02/2009
1U3M Galinha RMN A - - 126-242 22/07/2004
1U5L Tartaruga RMN A L181V, N183I - 121-226 28/07/2004

Genes similares a Prnp existem ainda em anfibios, répteis, passaros e peixes. No entanto,

organismos mais primitivos como protozoérios, cefalépodes e insetos ndo apresentam o gene

associado a producéo da proteina prion celular. O comprimento da estrutura priméria de PrP®

varia de cerca de 250 residuos de aminoacidos para tetrapodes a 600 residuos em peixes. Apesar

dessa grande variacdo, estudos estruturais sugerem que existe uma cauda N-terminal comum

entre as espécies. Essa regido englobaria dois dominios (um com repeti¢cdes octaméricas e outro

positivamente carregado, CC1) que estariam conectados por um dominio

hidrofébico

altamente conservado contendo um cluster positivamente carregado, CC2. Na Figura 9, a

seqguir, € apresentada a relacdo evolutiva entre espécies vertebradas baseadas em estruturas

primarias de PrPC. Por essa figura, observa-se que tetrapodes e peixes sio agrupados em duas

arvores separadas.*
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Figura 9: Relacdo evolutiva entre espécies vertebradas baseada na sequéncia priméria de
PrPC(adaptado de Aguzzi, 2008)*°.

3.1.6 Funcgdes de PrP¢

Inimeros processos no sistema nervoso sdo influenciadas pelo gendtipo de Prnp,
incluindo sobrevivéncia neuronal, crescimento de neuritos, formagdo, manutencdo e
funcionamento de sinapses e manutencdo de fibras mielinizadas. Uma vez que PrPC esta na
membrana celular e algumas das enzimas que supostamente interagem com PrP¢ se localizam
na membrana ou matriz extracelular, estudos propdem uma conexdo entre 0 meio extracelular,
a sinalizacdo intracelular, a regulacéo da expressdo génica e eventos fisioldgicos envolvendo

PrPC. A seguir, sio elencadas algumas importantes funcdes da proteina prion celular:

e Captacéo de cobre: a capacidade de PrP° se ligar ao cobre pode modular a atividade

de uma das principais enzimas antioxidantes celulares, Cu/Zn superdxido dismutase
(SOD-1), que consequentemente regularia a resisténcia celular ao estresse oxidativo.
Dessa forma, células com maiores niveis de PrP¢ possuem uma resisténcia aumentada
ao estresse oxidativo comparadas a células PrP~-. Outros estudos sugerem, ainda, que a

proteina prion celular regularia a transmisséo sinéptica pela modulagéo do contetudo de
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cobre na fenda sinaptica. PrP¢ promoveria a endocitose de ions cobre, entregando-lhes
intracelularmente a outras proteinas citosolicas carreadoras de cobre. Portanto, a

ligac&o ao cobre induziria a internalizacéo de PrPC.%

e Sobrevivéncia neuronal e diferenciacdo: a laminina € uma proteina com um

importante papel na proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e morte celular. Essas
respostas celulares s@o mediadas pela interacdo da laminina com receptores de
membrana celular. Estudos mostram que na auséncia de PrP®, animais modelo sdo mais
suscetiveis a morte neuronal devido a degradacéo de laminina. Além disso, em células
PrP-, PrP® previne a apoptose de neurdnios. Dessa forma, a proteina prion celular pode

estar envolvida na extensdo e manutencdo de neuritos.%

e Transducdo de sinal: uma vez que PrPC esta localizada na membrana celular, pode

participar de rotas de sinalizacdo celular. Estudos indicam que a resposta a célcio em
células infectadas por scrapie sdo reduzidas de 30% a 50% em comparacao com células
ndo infectadas. Assim, a infeccdo por prions comprometeria a funcdo dos canais de
calcio. Além disso, estudos mostraram que o peptideo PrP(106-126) é toxico e forma
canais livremente permeéveis a fons (Ca*?> e Na'') em bicamadas de membranas
lipidicas planares. Esse peptideo estd envolvido na ativacdo de enzimas (tirosina
quinases Lyn e Syk) que promovem o inicio da cascata de sinalizacdo que resulta em
uma transiente liberacdo de calcio intracelular. Dessa forma, a presenca desses

peptideos aumenta a concentraco livre de calcio intracelular em organismos modelo.®°

e Formacdo da memoria: LTP (do inglés, long-term potentiation) é tida como o evento

molecular que contribui para a aprendizagem. Através da plasticidade sinaptica, LTP é
estabelecida entre varios neurdnios, permitindo que o processo de aprendizagem ocorra.
Como a plasticidade sinaptica (LTP) no hipocampo esta subjacente ao aprendizado e a
formacdo de memdria, qualquer deficiéncia de LTP pode resultar em defeitos
cognitivos. Estudos mostraram deficiéncias na aprendizagem espacial e memoria em
linhagens de ratos deficientes em PrPC. Esses déficits foram explicados por reducgdo de
LTP.5!
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3.1.7 PrPCx Prpsc

As isoformas PrP¢ e PrPS¢ empregam a mesma sequéncia de aminoacidos, mas possuem
diferentes estruturas secundarias e terciarias. Estudos experimentais indicam diferencas entre
propriedades das duas isoformas de PrP: (i) PrP® é completamente degradada durante a digestdo
com proteinase K, enquanto que PrP® é parcialmente hidrolisada em um fragmento de 27-30
kDa designado PrP 27-30; (ii) PrPC é sollvel em detergentes, enquanto PrP*¢ é insollvel e
agrega em fibrilas amil6ides.®? Em func&o da sensibilidade a clivagem proteolitica, PrP¢ e PrPs
sdo também denominadas, respectivamente, de PrP-sen (sensivel) e PrP-res (resistente).
Estudos espectroscopicos adicionais empregando infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e dicroismo circular (DC), demonstram algumas diferencas notaveis no contetddo de
estruturas secundarias. PrPC apresenta um baixo contetido de folhas- (3%) e um alto contetido
de a-hélices (42%). Enquanto PrPS¢ mostra um significativo acréscimo de folhas-B (43-47%)
em detrimento da diminuicio de a-hélices (17-30%).%3%* A Tabela 5, a seguir, resume as
principais propriedades bioquimicas de PrP¢ e PrPsc:

Tabela 5: As principais propriedades bioquimicas de PrP€ e PrP*c,

Propriedades Bioquimicas

Prpc Prpse
Rica em a-hélices Rica em folhas-$
Solavel Insoldvel
Sensivel a digestéo por proteinase K Insensivel a digestéo por proteinase K
N&o agrega Agrega

Uma vez que ambas as isoformas PrP sdo quimicamente indistinguiveis, acredita-se
que uma conversdo conformacional de PrP¢ desencadeie a geracdo de PrPS¢.2 Enquanto a
estrutura de PrP© é bem estabelecida, a estrutura tridimensional de PrP¢ ¢ desconhecida.
Tentativas de purificar a porteina patoldgica, PrPS, a partir de amostras de cérebro de animais
infectados por prions resultaram em misturas heterogéneas e estados de agregacdo nao-
propicios para a caracterizago via técnicas de RMN e cristalografia de raios-X.1° A Figura 10,

a seguir, apresenta uma comparagao entre as estruturas tridimensionais de PrP¢ e PrPs¢:
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Figura 10: Diferencas esquematicas entre as estruturas terciarias de PrP¢ (predita por RMN) e

PrPs (isoforma especulada do prion humano, adaptado de Huang, 1995).%°

3.1.8 Mecanismos de conversao estrutural

Entre os inimeros modelos propostos para a formacéo de PrP-res, destacam-se dois: 0
modelo heterodimero (ou redobramento direcionado por template) e 0 modelo de polimerizacdo
dependente de semente de nucleagdo (Figura 11). No primeiro, PrP-res existe na forma de um
mondmero (termodinamicamente mais estavel que PrPC) que pode se ligar a PrP®, formando
um heterodimero. A presenca de PrP-res se faz necessaria para catalisar a converséo
conformacional de PrPC a PrP-res, resultando em um homodimero. Na etapa seguinte, ha uma
tendéncia de formacéo de dois monémeros de PrP-res. O gradual acimulo desses monémeros

de PrP-res desencadearia, por fim, a formacao de oligbmeros de PrP-res.%
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Figura 11: Modelos de mecanismos de formacédo de PrP-res: A) modelo heterodimero; B) modelo
de polimerizacdo dependente de semente de nucleacdo (catalitico ou ndo catalitico). (adaptado do livro

Prion protein de Byron Caughey).®

No segundo modelo, a presenca de oligbmeros de PrP € necessaria para estabilizar PrP-
res, de forma a permitir seu acimulo a niveis biologicamente relevantes. Embora a formacéo
espontanea do oligbmero seja rara, uma vez formado ele é estabilizado por interacfes
multivalentes. Esse modelo pode ser classificado em duas subcategorias: i) auto-catalitico: em
que o oligdmero atua como catalisador da conversdo conformacional de PrP® a PrP-res; ii) ndo
catalitico: em que uma rapida interconversao de a-hélices a folhas-p ¢é responsavel pela
formacao da isoforma PrP-res, que é estabilizada pela presenca do oligdmero.®

Nos trés modelos, PrP® é um intermediario metaestavel que pode reagir favoravelmente
com PrP-res na reacdo de conversdo. Esse intermediario é similar a estrutura de PrP-sen
recombinante gerada sob condicGes &cidas. Ressalta-se ainda que em todos os casos, 0
crescimento dos oligbmeros resulta na formacao de placas amiloides no espacgo extracelular de
neurdnios.* Nenhum dos modelos é mutuamente exclusivo, uma vez que as diferentes etiologias

das doencas pridnicas (genetica, infeccisosa ou esporadica) se ajustam a eles. Nas doencas
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genéticas, mutacGes no gene Prnp podem desestabilizar a estrutura de PrP€, diminuindo a
barreira energética que a separa da isoforma PrP-res, e favorecendo, portanto, a conversdo
conformacional. Nas doencas infecciosas, a ingestdo de alimentos contaminados com
agregados de PrPS¢, favorece o recrutamento de novas moléculas PrPS, Nas doencas
esporédicas, modificagdes bioquimicas (como mudanca de pH do meio) pode perturbar a

estrutura de PrPC¢, favorecendo sua conversio.®®

3.1.9 Conexao com outras desordens neurodegenerativas

Pesquisas realizadas na ultima década vém expandindo o cenério de doencas
neurodegenerativas humanas potencialmente associadas ao mau enovelamento de proteinas
naturais. Entre essas doencas destacam-se algumas de maior incidéncia populacional como:
Alzheimer, Parkinson e Huntington. De fato, estudos extensivos tém indicado que 0s
mecanismos celulares e moleculares dessas doencas neurodegenerativas sdo semelhantes
aqueles que originam as doencas pridnicas. Os agregados (denominados de placas amildides),
caracteristicamente formados nessas doencas, consistem de fibras contendo as proteinas
redobradas com regides expostas de folhas-B.5’

A doenca de Alzheimer, por exemplo, esté associada ao redobramento e a formacéo de
agregados de dois tipos de proteinas: a amildide-B (ou AP), que se acumula no espago
extracelular formando placas amildides, e a Tau hiperfosforilada, que forma emaranhados
neurofibrilares dentro dos neurénios. A doenca de Parkinson, por sua vez, esta associada a
defeitos sutis nas enzimas envolvidas na degrada¢do da proteina a-sinucleina, levando a
consequente acumulagio e formagdo de agregados (ou corpos de Lewy) dessa proteina.%8-"°
Além dessas, destacam-se outras desordens neurodegenerativas potencialmente associadas a
formacédo de agregados proteicos, conforme apresentado na Tabela 6.

Estima-se que atualmente cerca de 5 milhGes de norte-americanos sofram de Alzheimer,
1 milhdo de Parkinson e 30.000 de Huntington. A estimativa da Alzheimer’s Disease
International (ADI) é de que em 2010 haviam 35,6 milhdes de pessoas vivendo com deméncia
no mundo, sendo mais de 70% desse montante associado a portadores da doencga de Alzheimer.
Com o envelhecimento da populagdo (e 0 aumento da expectativa de vida), este nimero deve
subir para 65,7 milhdes até 2030 e 115,4 milhdes de pessoas até 2050.”* Em 2010, 0s custos
globais com deméncia ultrapassavam 600 bilhdes de dolares, o que representava ja na época

mais de 1% do PIB (Produto Interno Bruto) mundial.”
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Tabela 6: Doencas potencialmente associadas a formacgéo de agregados proteicos.

Doencas Composicéo dos agregados Caracteristicas Patologicas

Degeneracdo espongiforme e

Pridnicas PrPS¢ (extracelular) formacdo de placas amiloides
) AP (extracelular); Tau Placas amildides; emaranhados
Alzheimer ) . o
(citoplasmatica) neurofibrilares
Parkinson a-sinucleina (citoplasmaética) Corpos de Lewy

_ _ Inclusdes intracelulares e
Huntington Huntington (nuclear) )
formacdo de agregados
citoplasmaticos
Esclerose Amiotroéfica

Desconhecida (neurofilamentos)  Corpos de Bunina
Lateral (ELA)

A extrapolacdo do conceito de agregacdo de prions para o entendimento de outras
desordens neurodegenerativas de maior impacto em salde publica, promoveu um
redirecionamento das pesquisas relacionadas a prions. Atualmente, uma dessas promissoras
linhas de pesquisa concerne a compreensdo dos fatores que levam ao inadeqaudo enovelamento
da proteina prion celular e a consequente formacao de agregados proteicos. De fato, os cientistas
acreditam que a compreensao dos mecanismos celulares e moleculares das doencas pribnicas
auxilie a elucidar os mecanismos das demais doencas neurodegenerativas associadas a
agreagacdo de proteinas.t”’®" Com isso, seria possivel o desenvolvimento de farmacos mais

potentes (e eficazes) para combater e previnir os sintomas clinicos dessas enfermidades.
3.1.10 Modelos de Prpsc

Na tentativa de entender as caracteristicas estruturais de PrPS¢, diversos modelos foram

propostos com base em dados experimentais e tedricos.®” Os trés modelos mais relevantes s3o:

e Modelo de folhas-p estendidas: proposto por Surewicz e colaboradores, esse modelo
propde um completo redobramento de PrP® em uma estrutura composta

majoritariamente de folhas-p (Figura 12 A).”
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e Modelo B-hélice: proposto por Govaerts e colaboradores, esse modelo aponta que a
principal modificagdo estrutural de PrP ocorre na regifo N-terminal (residuos 90-177).
As a-hélices do dominio C-terminal sdo mantidas intactas nesse modelo ( Figura 12
B).75

e Modelo pB-espiral: proposto por DeMarco e colaboradores, esse modelo foi
desenvolvido a partir de simulacdes de DM em pH &cido. Assim como no modelo -
hélice, as a-hélices do dominio C-terminal ndo sofrem grandes modificacGes estruturais

nesse modelo (Figura 12 C).”®

E dificil determinar qual dos modelos melhor descreve a estrutura real de PrPS¢, uma
vez que todos eles sdo embasados em experimentos biofisicos de baixa resolucdo. Contudo, a
discrepancia entre os modelos reflete a grande lacuna ainda existente a respeito da estrutura
tridimensional de PrP%, Acima de tudo, tamanha divergéncia da margem ao questionamento
em relagdo a validade desses modelos. A Figura 12, a seguir, apresenta um esquema dos trés

principais modelos de PrP*c:
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Figura 12: Modelos propostos para a estrutura de PrPS. A) Modelo de folhas-B estendidas;
B) Modelo B-hélice; C) Modelo B-espiral. Para facilitar a comparacao, a mesma atribuicdo de cores para
motivos estruturais foi usada em todas as imagens (adaptado de Diaz-Espinoza, R & Soto, C, 2012).7

O modelo proposto por DeMarco e colaboradores’ ¢ inspirado em condigdes celulares.
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 PrP°¢ é
submetida a um pH neutro, enquanto em ambiente endocitico vivencia um pH mais acido (em
torno de 5,0, mas podendo chegar a 4,3) conforme esquematizado na Figura 13.
Experimentalmente, o pH acido endossomal (na faixa de 4,4-6,0) € comumente usado para
induzir conversdo estrutural in vitro de PrP¢ em PrP¢1%-12 Como resultado, tem-se uma perda

de a-hélices e um ganho de folhas-p.
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N-terminal (f W
c

PrP

pH =7.4

c
-—— C-terminal PrP
membrana
plasmatica

N

ancora GPI

endocitose *

. conversao
estrutural

endossoma endossoma

Figura 13: Ciclagem constitutiva da proteina prion celular passando por diferentes condicdes de
pH (adaptadao de Burns, 2002).7

Dada a relevancia bioldgica do modelo B-espiral, inUmeros pesquisadores tém
investigado computacionalmente a influéncia do pH na conversdo conformacional da proteina
do prion celular. Ainda que os estudos in silico indiqguem um aumento de folhas-p e uma
concomitante diminui¢do de a-hélices em pH &cido, observa-se diferengas no comportamento
estrutural dos fragmentos de PrP simulados. Por exemplo, um grupo de pesquisa identificou a
interrupgdo da a-hélice 1, enquanto outro grupo encontrou a interrupgdo da a-hélice 2 como um
evento crucial na conversdo do Prp¢ 1317

Como os estudos in silico ja realizados empregaram diferentes fragmentos de PrP® (de
organismos distintos e de tamanhos distintos) e diversos protocolos de simulacédo, é dificil
determinar a influéncia dos campos de forga na formacdo de modelos de PrPSc. No presente
trabalho, a técnica de DM foi empregada para avaliar a influéncia de diferentes campos de forca
(GROMOS¥? AMBER??% CHARMM27%4% e OPLS?) no contetido de estrutura secundaria
da proteina prion celular do hamster Sirio (residuos 109-219)*8 simulada em pH acido e neutro.
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Espera-se, com isso, elucidar alguns aspectos estruturais do processo de conversao estrutural
da proteina do prion celular, assim como avaliar a reprodutibilidade computacional desse

processo.
3.2 Estados de Protonacdo — PROPKA

O conhecimento das propriedades quimicas dos aminoécidos é fundamental para o
entendimento da sua bioquimica. A curva de titulacdo acido-base (que representa a adi¢do ou a
remocao gradual de protons) fornece os valores de pKa dos grupos a-amino e a-carboxilico,
além do pKa de grupos ionizaveis das cadeias laterais (presentes em alguns aminoacidos), para
cada um dos 20 amino&cidos. A Figura 14 apresenta a curva de titulagdo para o aminoacido
histidina. Nessa curva, 0s trés grupos ionizaveis sdo titulados com uma base forte (NaOH). Os
trés estagios caracterizados no grafico correspondem a desprotonacao dos trés grupos distintos
na histidina. O grupo a-carboxilico possui um pK: de 1,82, que corresponde ao valor do seu
primeiro ponto de inflexdo. Com o avango da titulagdo, os outros pontos de inflexdo sdo
alcancados em pH 6,0 e 9,17 correspondendo, respectivamente, aos pKa do grupo ionizéavel da

cadeia lateral e do grupo a-amino.

COOH Too- coo- co0-
HN—CH HN—CH HN—CH H.N—CH
EHE H |'Iiz H ?ﬂz H ?112 H
c—N_ C—N_ c—N_ i__\'\
CH CH g CH _y CH
H g K ” + 1 + & &
b Ml M=l sl
H H H H H o
10| Histidina pK; = ]
O - 3 ¥ |
|
8 B i -
pKy = |
]
6.0 ]
pH . 1
i |
1 I
1 I
1 ]
4r : :
pK, = i |
1 ]
1.82 [ I
2 i i 1
I 1 I
I 1 ]
] ] 1
1 1 1
L 1 1 1 1
0 1.0 2.0 3.0

OH (equivalentes)

Figura 14: Curva de titulacédo, indicando os valores de pKa dos grupos a-amino e a-carboxilico e

o0 pKa do grupo ionizavel da cadeia lateral para o aminoéacido histidina.”
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Para 0os 20 amino&cidos comuns, os valores dos pKa dos grupos a-carboxilicos (pKz)
situam-se em uma pequena faixa em torno de 2,2, enquanto os valores de pKa dos grupos a-
amino (pKz) estéo proximos de 9,4. Embora a tabela padréo de pKa de aminoacidos seja muito
atil para nos dar uma ideia do comportamento dos aminoacidos, ela ndo considera o impacto
do ambiente quimico no qual o amino&cido encontra-se inserido dentro da proteina. No presente
trabalho foi empregado o software PropKa 3.1, para fornecer um modelo mais acurado dos
estados de protonacdo dos aminoacidos da proteina prion celular.

O software PropKa 3.1 pode ser aplicado a predicao de pKa de proteinas, proteinas com
ligantes ou proteinas associadas a DNA. Quando dois grupos encontram-se covalentemente
acoplados (ou seja, separados por menos do que trés ligagcdes quimicas), 0 ambiente quimico
determina qual deles sera titulado. Por outro lado, grupos ndo-covalentemente acoplados
também podem influenciar a titulacdo um do outro, fazendo com que as curvas de titulacdo
possam ser desviadas da forma padréo definida pela equagédo de Handerson-Hasselbach. Dessa
forma, o software PropKa emprega um algoritmo de célculo de pKa que considera a influéncia
do solvente assim como do ambiente quimico da prépria proteina sob estudo. A equacdo a
seguir apresenta o célculo do pKa considerando os deslocamentos propiciados pelo ambiente

quimico circundante:8!
pKa — pKaégua + ApKaégua—)proteina (1)

Sendo: pK,*9%%: pKa do grupo titulado em &gua (apresenta valores tabelados para os
aminoacidos); ApK,*9¥a-Proteina, contribuicdo de pKa que decorre do ambiente proteico

circundante. O termo ApK,*9“4~PToteina ¢ expresso pela equagio a seguir:8!
ApKaégua—mroteina — pKasolv + pKaLH + pKaRE + pKaCOul (2)

Sendo: o primeiro termo do lado direito da equacao representa o efeito do solvente; o segundo
termo, a contribuicdo das ligacGes de hidrogénio; o terceiro, a contribuicdo devido a
reorganizacdo de energias eletrostaticas desfavoraveis; e, o quarto termo, a contribuicdo das

interagBes eletrostaticas.®!
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3.3 Dinamica Molecular

O papel da computacdo na biologia tem aumentado nas Gltimas décadas. Com o
continuo crescimento do poder computacional, tornou-se possivel analisar e comparar grandes
conjuntos de dados obtidos experimentalmente para sistemas biomoleculares. Visando
reproduzir propriedades ndo plausiveis de serem extraidas experimentalmente, inumeros
sistemas bioldgicos foram sistematicamente modelados. Na modelagem de um processo
bioldgico, os niveis de resolucdo espacial e temporal empregados dependem do sistema de
estudo. A vibracio de ligacOes covalente ocorre na ordem de 102° s, enquanto fendmenos mais

complexos, como o enovelamento de proteinas, ocorrem na ordem de 10 s (Figura 15).82

Moléculas/Sistemas de natureza Biologica

_— 1 Escala de tempo tipica
Dindmica da Forn'{a.gao de potip
w hélices enovelamento

\T:

.

Vibragdo (/.\._ C_‘ \j.
das ligagdes \.f
covalentes (? )

=

10~ 10 10° 10° 10° 10’
Passo DM
de tempo longa

da DM

Figura 15: Escalas de tempo envolvidas na simulacdo de sistemas quimicos e bioldgicos.

O estudo de mecanismos de reagfes enzimaticas exigem métodos de mecénica ou
dindmica quantica, que consideram os graus de liberdade atdmicos e eletronicos (Tabela 7,
linhas 1 e 2). Por outro lado, processos biomoleculares (como o dobramento de proteinas,
complexacdo proteina-ligante e formacdo de membranas lipidicas) sdo conduzidos por fracas
interacOes interatdbmicas ndo-ligadas. Dessa forma, esses sistemas podem ser adequadamente
modelados em nivel atdmico ou molecular (Tabela 7, linha 3). Uma vez que a temperatura
(fisiologica) e a energia envolvidas no estudo desses sistemas séo da ordem de 10 kgT (dezenas

de kJ/mol; kg, constante de Boltzmann), esses processos sdo amplamente determinados pelas
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leis da mecanica estatistica.828® Entre os métodos de mecanica estatistica classica figura a

dindmica molecular, técnica a ser explanada em maiores detalhes nas proximas se¢des.

Tabela 7: Niveis resolucdo na modelagem de sistemas biomoleculares.®?

) Graus de .
Metodos ) Propriedades, Processos Tempo
Liberdade

] estados fundamental e

Mecénica ) ) ) ) sem escala
) nucleos, elétrons excitado, mecanismos de

Quantica 3 de tempo

reacdo

Dinamica ) ) estados excitados, reacdes
) nucleos, elétrons L ns

Quantica dindmicas

Mecanica o
] ensembles, médias,
Estatistica atomos, solvente ) ] ns
o propriedades dos sistemas
Classica

3.3.1 Da representacdo quantica a classica

Em Dinamica Molecular, os potenciais empregados sao representacdes classicas de
potenciais quanticos. Ou seja, as propriedades quanticas nao sdo implicitamente consideradas.
Isso implica que reacBes quimicas ndo podem ser estudadas por este método. Em principio, a

Equacdo de Schrodinger independente do tempo é escrita de forma compacta:*

H® =EO 3)
Sendo: @ = fun¢ao de onda espacial (ou independente do tempo).

O operador Hamiltoniano, H, pode ser representado como:

N M 1 N M 7 N N 1 M M 7.7
Lt Lt L T @

Z ZZ A 4 . iA 4 4 Tij Ryp

i=1
Sendo: N = niimero de elétrons; M = nimero de nlcleos; Za = carga do nucleo A; Zg = carga

Nlb—\

do nudcleo B; ria = disténcia entre elétrons e ndcleos; rij = distancia entre elétrons; Rag =

distancia entre nucleos; Ma = massa do nucleo A.
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Uma vez que os graus de liberdade eletronicos implicam em grande custo
computacional, a aproximacdo de Born-Oppenheimer pode ser aplicada ao hamiltoniano,
desacoplando o movimento de elétrons do movimento de nucleos. Assim, é possivel definir o

hamiltoniano nuclear, Hnuce:8*

M
1
Hyye = — z WVAZ + Eror (5)
A=1 4

Sendo: o primeiro termo € a energia total associada a conformagao dos nucleos (potencial para
o movimento nuclear) ¢ etor € a soma das contribui¢cbes do potencial gerado pelos elétrons

(Hele; considerando nucleos estaticos e pontuais) e da repulsdo nuclear (Hrep.n).

Eror = Hee + Hrep.n (6)
N N M N N
1_, Za 1
Hepe = — Evi - z_"' z T'_ (7)
i=1 imiam1 W =Y
A“B
Hrep.n = Z Z R (8)
A=1A=1 AB

Sendo constante, o termo eror pode ser aproximado por potenciais cléssicos.
Usualmente, o termo de repulsdo nuclear (Hrep.n) € escrito como um potencial coulémbico,
enquanto que a superficie de energia potencial criada pelos elétrons (Hele) € aproximada por
diferentes fungdes (que representaréo todas as interagdes intra- ou intermoleculares do sistema
de estudo). Dessa forma, propaga-se a trajetdria dos nucleos em uma superficie de energia

potencial gerada pelos elétrons.34

3.3.2 Ensemble e ergodicidade

Um ensemble é um grande conjunto de réplicas de um dado sistema que diferem entre
si pelas atribuigbes das coordenadas e dos momentos associados as particulas do sistema.
Assim, cada réplica ocupa uma regido do espaco de fases. Pela mecénica estatistica, define-se
0 espaco de fases como o espago que representa todos os estados possiveis de um sistema. Cada
ponto no espaco de fases é representado por 3N coordenadas (gq) e 3N momentos (p)

generalizados. Dessa forma, a funcéo de partico do sistema adquire a seguinte forma®é:
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1
0= [ [P eipa ©

A funcdo de particdo permite a integracdo sobre todos 0s pontos do espaco de fases e,
por isso, é possivel calcular as propriedades do sistema como médias de ensemble. A técnica
de Dindmica Molecular fornece uma forma de amostrar extensivamente as configuracdes do

espaco de fases (Figura 16).8588

Figura 16: Espaco de fases sendo percorrido numa simulagdo de dindmica molecular (adaptado
de Koutinho, 2012).8"

Desta forma, podem ser calculadas as médias temporais das propriedades ao longo da

trajetdria de simulagao®8:

tobs
Dppeq = lim f O(I(t))dt (10)
o

obs

Sendo: I'(t) € a trajetoria amostrada ao longo do tempo, t, e ® é a propriedade amostrada.
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A hipotese ergddica assume que quando o sistema atinge o equilibrio termodidmico, a
média de ensemble é equivalente a média temporal. Evidentemente, para que a hipdtese seja
valida é necessario que a propriedade seja amostrada por um tempo suficientemente longo na

dinamica molecular.286

3.3.3 Equacgdes de Movimento

Em dindmica molecular, sucessivas configuracfes de um sistema sdo geradas pela
integracdo numérica das equacBes de movimento de Newton. Como resultado tem-se uma
trajetdria que especifica como as posicdes e as velocidades das particulas do sistema variam
com o tempo, t.88 O algoritmo Leap-Frog (pulo da rd) é um dos mais usualmente empregados
para integrar as equacdes classicas. A partir desse algoritmo, as velocidades sdo atualizadas em
tempos intermediarios aqueles em que sdo atualizadas as posi¢fes, conforme mostrado nas

equacdes a seguir:88: 89

r(t+ AD = r(t) + Atv <t+ %) (11)
v<t+%t)=v<t—%t)+%tf(t) (12)

Sendo: r o vetor de posicdo da particula; v a velocidade da particula; f a forca atuando na
particula; m a massa da particula; e At o passo temporal. Para iniciar o algoritmo sdo necessarios

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

. A . A ~ .
velocidades, v (t + ;t ) num meio passo temporal futuro, (t + ;t ) séo calculadas a partir das

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

forcas que atuam nas posi¢bes das particulas num instante atual, t. Entdo, as posicoes,

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 equac&o.®®

Em resumo, sdo utilizadas a forca atuando sobre uma particula em um instante t e a
velocidade num instante t — 0,5A¢ para atualizar a velocidade para um instante t + 0,5Az. A
seguir, essa nova velocidade t+ 0,5A¢ € utilizada juntamente com a posicao do instante t para
atualizar a posigdo da particula para um instante ¢ + A¢. Para esta nova posi¢do no instante t +

At € calculada a forca atuando sob esta particula e, entdo, esta nova forga ¢ + Az € empregada
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juntamente com a velocidade t + 0,5A¢ para atualizar novamente a velocidade (agora para um
instante t + 1,5A7), e assim por diante. Para inicializar o algoritmo, as posi¢des iniciais das
particulas, r(t), sdo obtidas das estruturas experimentalmente determinadas depositadas em
bancos de dados, como o PDB, e as velocidades iniciais sdo atribuidas de acordo com uma
funcdo de distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.® A Figura 17, a seguir, apresenta um

fluxograma que resume as etapas de uma simulagéo de dindmica molecular:

Entrada de Dados:

Funcio de Interacdo, V(r),
Coordenadas, r, velocidades, v.

"3

Calculo das Forcas sobre os atomos:

fi= —VV(ry)

Calculo de propriedades:

termodinamicas, dindmicas e estruturais

com base nas trajetorias

Atualizacio: das coordenadas, r, e das velocidades, v,
com base nas equacdes de movimento.

Mais
passos?

Encerrar simulacio!

Figura 17: Fluxograma simplificado de uma tipica simulagéo de dinamica molecular.®
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A forca atuando em uma particula (i) se relaciona com o gradiente da funcdo energia
potencial, que atua nas coordenadas desta particula, pela seguinte equagao:%8

fi= - VV(r) (13)

Sendo fi a for¢ca que atua em uma particula i qualquer, V o operador gradiente e V(ri) a energia
potencial que atua em uma dada posicdo 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 o

objetivo de fornecer uma aproximacdo satisfatoria para a funcéo energia potencial.

3.3.4 Campos de Forca

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 forca com o
objetivo de fornecer uma aproximagcéo satisfatdria para a funcéo energia potencial 3

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).®* Os campos de forca podem ser classificados,
com base na resolucdo com que descrevem os sistemas, em: all-atom (AA), united-atom (UA)
e coarse-grained (CG).#2

Um campo de forca do tipo all-atom é parametrizado para representar todos 0s &tomos
do sistema, incluindo os &tomos mais leves (como os 4&tomos de hidrogénio). Ja em um campo
de forca do tipo united-atom, os hidrogénios diretamente ligados a um carbono alifético e esse
carbono séo descritos como um Unico sitio. Dessa forma, um campo de forca do tipo all-atom
possui uma maior resolucdo na descrigdo dos constituintes dos sistema, em compara¢do a um
campo de forca united-atom. Cada campo de forca possui uma forma especifica de calcular as
interacdes.®? No presente trabalho, foram empregados os campos de forca GROMOS*%,
AMBER?!2228. CHARMM27242° ¢ OPLS?%,
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A funcdo, V(r), descrita em (1) ndo possui uma forma analitica conhecida, logo €
aproximada pela aditividade do potencial entre pares®:

N-1 N

V) = Y ) (14)

i=1 j>i
Sendo: N é o namero total de particulas (&tomos) do sistema de estudo.

O potencial total também pode ser expresso como a soma de um termo relativo aos
potenciais ligados (bonded, do inglés) e um termo para os potenciais ndo-ligados (nonbonded,
do inglés), conforme apresentado na equagao a seguir®:

Vrotal = Vligado + Vnéo—ligado (15)
Com:

Vligado =V+ Vo+ V,+ Vo (16)

Vnz”ao—ligado = Waw *+ Veou (17)

Sendo: VvoraL a fungdo potencial total descrita pelo campo de forga; Vr 0 potencial de
interacdo para o estiramento de ligacéo entre dois atomos (interagdes tipo 1-2).; Ve 0 potencial
de interacdo para deformacdes angulares entre trés a&tomos; Vo o potencial de interagdo que
representa a energia para alterar o dngulo o entre dois planos de &tomos formados por um dtomo
central ligado a outros trés (diedro impréprio); Ve 0 potencial torcional de rotagcdo em torno de
uma ligacéo (diedro proprio; interagcdes1-4); Vvaw 0 potencial de van der Waals para descrever
interacdes inter ou intramoleculares de longo alcance; Vcoul 0 termo que trata as interacdes
eletrostaticas. Para facilitar o reconhecimento dos termos, vamos chamar aqui Ve, de Vimproprio

(de diedro improprio) e Ve de Vprsprio (de diedro proprio).
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Para o caso do campo de forca GROMOS, os termos sdo expressos conforme as

equagdes a seguir:1%20

Nr Ng
1 1
Vlig = ZZ Krn(rn2 - r'Onz)z + Ez KGn(COS en — COs eOn)2 + Vdiedral (18)
n=1 n=1

1
Vdiedral = 2 Z K‘g’n(zn - EOn)2 + Z K(pn [1+ cos(8,) cos(mp@y)] (19)

improéprio préprio
N-1 N N-1 N
= 20 GF)- Gl 22malB)] @
nao-lig = 12 ] |\ 6 Tre
e rjj rjj = 4megg |\ 1
1
C12; = (C12;. C12;)? (21)
1
C6; = (C6;i . C6)2 (22)

Sendo: K¢, = constante de forca de diedro improprio; &, = angulo diedro improprio; &y, =
angulo de diedro improprio de equilibrio; Ken = altura da barreira torcional do diedro proprio;
on = ¢ o deslocamento de fase, restrito a 0 ou r; m, = multiplicidade do angulo diedro proprio;

on = angulo diedro préprio; ¢ é a constante dielétrica do meio; o € a permissividade no vacuo.

Entre os inimeros campos de forca usados em DM, os mais utilizados para os sistemas
bioldgicos sio: CHARMM?27, AMBER, OPLS e GROMOS.# Detalhamentos desses campos
de forca estdo descritos nos proximos subcapitulos e as formas funcionais de cada um desses

campos de forca podem ser encontrados nos Anexos A1-A3.

3.34.1 CHARMM

O programa CHARMM (Chemistry HARvard Molecular Mechanics) foi desenvolvido
em 1980 e inicialmente usava um campo de forca sem a representacdo explicita de hidrogénios.
Em 1985, esse campo de forca foi substituido por um novo conjunto de pardmetros, dando
origem ao campo de forca CHARMM19. Nesse campo de forga, os hidrogénios ligados a
atomos de nitrogénio e oxigénio foram explicitamente representados, enquanto os hidrogénios

ligados a atomos de carbono e enxofre foram tratados como parte de 4tomos estendidos. A
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parametrizacdo desse campo de for¢a envolveu ajustes por célculos quanticos em nivel HF/6-
31G de complexos formados entre a 4gua e doadores e aceptores de hidrogénio de aminoacidos.
Inicialmente, o campo de forca CHARMM19 foi desenvolvido e testado para simulacdes em
fase gasosa. No entanto, esse campo de forca saiu-se bem em simulacGes de peptideos e
proteinas.?42>%

Em 1990, os parametros do CHARMM19 foram reajustados para obter melhor balango
das energias de interacdo em simulacdes em solvente explicito. Como resultado, surgiu o campo
de forca CHARMMZ22. A mesma estratégia, empregada no CHARMML9, foi utilizada para
derivar os modelos de carga por ajustes a energia de dimeros soluto-agua em nivel HF/6-31G*.
Na sequéncia, parametros de Lennard-Jones foram ajustados para reproduzir densidades e
calores de vaporizacao de liquidos, assim como os calores de sublimacédo de cristais. Por fim,
0s parametros torcionais foram ajustados a dados derivados de espectros vibracionais e calculos
ab initio. Os potenciais torcionais ¢ e y foram ajustados via calculos HF/6-31+G* para 0
dipeptideo analogo de alanina (sendo os grupos metila foram substituidos por hidrogénios).
Esses angulos foram, entdo, refinados por um procedimento iterativo para melhorar a
concordancia com os angulos de simulacdo da mioglobina. Numa versdo posterior,
CHARMMZ27, os parametros foram estendidos para acidos nucléicos. Os parametros para
peptideos e proteinas, contudo, foram mantidos essencialmente como os parametros do campo

de forca anterior, 242590

3.34.2 AMBER

O desenvolvimento do campo de forca AMBER iniciou na primeira metade da década
de 1980. Na versao original, este campo de forca possuia uma representacdo (united-atom) das
cadeias alifaticas nas quais um carbono e os hidrogénios diretamente ligados a ele eram
representados como um unico sitio. Na parametrizacdo original, as cargas foram derivadas via
quimica quantica ao nivel HF STO-3G (ajustando as cargas parciais atbmicas a potenciais
eletrostaticos quanticos). As constantes de forca, os comprimentos e os angulos de ligacdo
foram tomados de estruturas cristalinas e adaptados para se ajustar aos modos de frequéncias
normais de um dado nimero de peptideos. As constantes de forca de tor¢do foram ajustadas
para combinar com as barreiras torcionais extraidas de experimentos ou de calculos

quanticos,?1:22:230
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Em 1990, em fungdo 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 consideracdo 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
rapido de cargas (empregando HF/6-31G*) para todos os 20 aminoacidos. 21222390

No que diz respeito aos parametros de Lennard-Jones, esses foram estabelecidos,
primeiramente, em referéncia as densidades e calores de vaporizacdo de simulagcdes em estado
liquido. Desta forma, somente um conjunto pequeno de parametros (12/6) foram necessarios
para conseguir uma concordancia razoavel com os experimentos. Os Ultimos parametros
ajustados foram os dos potenciais torcionais suaves sobre ligacGes simples, pois o perfil
energético de rotagdo de angulos torcionais depende fundamentalmente de interacdes ndo-
ligadas. Um conjunto chave de parédmetros torcionais sao aqueles para os angulos ¢ e y da
cadeia polipeptidica, uma vez que esses afetam muitos aminoacidos 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 quanticas). Algumas contabilizac6es de efeitos de longo
alcance foram feitas no AMBER96, no qual os potenciais ¢ e y foram ajustados para
tetrapeptideos assim como dipeptideos com energias conformacionais obtidas via mecanica
quantica. 21,22,23,90

A partir do campo de forca AMBER94, foi desenvolvido o campo de forca AMBER99.
Este apresentava baixo teor helicoidal em compara¢do com o campo de forca AMBER-94,
devido a barreiras adicionadas sobre o grau de liberdade rotacional ¢. Modificagcbes no
potencial das cadeias principais de aminoacidos (por meio de ajustes a dados adicionais de
mecanica quantica) resultou no AMBER99SB. A partir desse Gltimo, foram desenvolvidos dois
novos campo de forca: AMBER99SB* e AMBER99SB-ILDN. O primeiro deles resultou de
mudancas no potencial das cadeias principais de aminoacidos para obter melhor balango entre
as conformacdes helicoidais e coils. J& 0 segundo, surgiu de modifica¢Bes no potencial torsional
de cadeias laterais de quatro tipos de aminoacidos (isoleucina, I; leucina, L; acido aspartico, D;
e asparagina, N; vindo da combinagc&o das letras desses aminoacidos a designagdo ILDN).%
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3.3.4.3 OPLS

A primeira versdo do campo de forca OPLS surgiu na década de 1980 como um modelo
united-atom (OPLS-UA) para simular a agua e cerca de 40 liquidos organicos. Este modelo
dava grande énfase a etapa de derivacao das interacGes nao ligadas, que foram sistematicamente
ajustadas para reproduzir as propriedades termodindmicas dos liquidos simulados. As
aplicac@es iniciais para proteinas tomaram os tipos de atomos e os pardmetros de valéncia
(ligacéo, angulo e diedros) do campo de forca AMBER 1984, resultando no campo de forca
que ficou conhecido como AMBER/OPLS. Mais tarde, uma versdo all-atom, conhecida como
OPLS-AA, foi desenvolvida para proteinas, mantendo praticamente a mesma filosofia de
derivagdo de cargas e pardmetros de van der Waals de simulagdes em liquidos puros. 26:%

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 intengéo 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*. Melhorias na superficie de energia
conformacional intramolecular foram realizadas para os 20 aminoacidos. Para tanto, foi
realizada otimizacgdo energética em nivel HF/6-31G** seguida de calculos single-point LMP2-
pVTZ(-f). O campo de forca resultante, OPLS-AA/L (L de LMP2), apresentou um RMSD para

os dados quanticos que foram metade dos valores obtidos para o campo de forca OPLS-AA 2%

3.3.4.4 GROMOS

A filosofia do campo de forca GROMOS assume um compromisso de descrever
precisamente a energia de interacdo como fun¢do da conformacao molecular, ao 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
pardmetros das interacGes ligadas (comprimentos de ligacdo, angulos de ligagdo, etc.) sdo
obtidos a partir de dados espectroscopicos e de cristalografia para moléculas pequenas. Ja as
interacfes nao-ligadas (eletrostaticas e de van der Waals) sdo muito mais dificeis de

parametrizar.1%20:90
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Os valores dos parametros de interacGes néo-ligadas, para o campo de forca GROMOS,
foram inicialmente obtidos a partir de dados de cristalografia e de polarizabilidades atdmicas.
Estes valores, por sua vez, foram ajustados de modo que as distancias experimentais e as
energias de interacdo (de pares individuais de atomos de grupos funcionais) minimizassem a
energia de conformagéo. 1920:%

Com o aumento do poder computacional, tornou-se viavel ainda a utilizacdo de
abordagens de mecanica estatistica para parametrizar as interacdes ndo-ligadas, de forma a
reproduzir propriedades termodinamicas, tais como a densidade, o calor de vaporizacao 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 quénticos ab initio e dados
experimentais foram utilizados para ajustar, por exemplo, a distribuicdo de angulos torcionais
em torno de ligacdes especificas. 19200

Com o lancamento do programa GROMOS96, um novo campo de forca também foi
lancado, sob a forma do conjunto de pardmetros 43al (contendo 43 tipos de &tomos para
descrever sistemas biomoleculares). Esses parametros subestimavam a energia livre de
hidratacdo de pequenos compostos constituintes das cadeias laterais dos aminoacidos. Dessa
forma, foram lancados dois novos conjuntos de parametros: 53a5 e 53a6. O campo de forca
GROMOS96 53a5 representa adequadamente a densidade e calor de vaporizacao de liquidos
puros constituidos de pequenas moléculas. O conjunto de parametros 53a6 foi desenvolvido
visando a obtencdo de um campo de forca aplicavel tanto para simulacGes de proteinas como
de membranas. Para isso, muitos parametros foram redefinidos com relacdo as versdes
anteriores: todos os tipos de atomos, ligac6es, angulos de ligacdo, diedros proprios e improprios
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 termodinadmica-chave em muitos dos processos biomoleculares) em agua SPC®
para um conjunto de analogos de aminoacidos (com uma média de erro absoluto baixa). O
comportamento de particdo destes analogos entre agua e um ambiente hidrofébico também é
corretamente reproduzido, assim como as entalpias livre de solvatacdo para os solventes
ciclohexano e 4gua. 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 simulagdes de dobramento de polipeptideos. 192090
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3.3.45 Comparacgdo dos Campos de Forca

De maneira geral, os campos de forca da fase condensada biomolecular
CHARMM, AMBER, GROMOS e OPLS tém uma forma semelhante da funcéo potencial de
interacdo, 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. Ao
longo dos anos os campos de forca OPLS e AMBER vém convergindo para um modelo
eletrostatico comum. Isto reflete o uso de protocolos e conjuntos de teste de parametrizacdes
cada vez mais similares (uma vez que a parametrizacao do OPLS se inspirou na do AMBER),
mas também indica uma busca incansavel, e ainda em curso, por um modelo de carga 6timo.
Por outro lado, o campo de forca GROMOS utiliza um conjunto bem diferente de cargas para
os aminoacidos.%

Na literatura, existem inumeros trabalhos comparando o desempenho de campos de
forga para os mais diversos sistemas bioldgicos. Matthes e colaboradores, realizaram um estudo
de propensdo de estrutura secundaria para simulacdes de dobramento de cinco peptideos
modelo (a saber, Chignolin, Mbh12, Trp-cage, Fs21 e Agdl) com cinco diferentes campos de
forca em solvente explicito: GROMOS96 43al, GROMOS96 53a6, OPLS-AA/L, AMBERO3
e AMBER99SB. Comparando dados estruturais e dinamicos das simulacbes a dados
experimentais, observaram que os campos de forca apresentaram diferentes propensdes de
estrutura secundaria. Com conclusdo, os autores destacam problemas no balango da estabilidade
relativa de conformacdes helicoidais e estendidas nos campos de forca avaliados. Além disso,
0s autores concluem que somente os campos de forca OPLS-AA/L e GROMOS96 53a6
apresentam uma adequada formacao de p-hairpin para os peptideos estudados.

Sakae e colaboradores realizaram um estudo de dobramento de trés proteinas (Proteina
A, proteina de choque térmico e proteina G) empregando quatro campos de forca: AMBER96,
AMBER99, CHARMMZ27 e OPLS-AA/L. Os autores observaram tendéncias amplamente
distintas de estrutura secundaria para os diferentes campos de forca.>® Lange e colaboradores
avaliaram o desempenho de seis campos de forca (OPLS-AA/L, AMBER99SB, AMBERO3,
CAHRMM22, GROMOS96 43al e GROMOS96 53a6) em simulac@es de dindmica molecular,
na escala de tempo de submicrosegundos, de duas proteinas globulares: ubiquitina e dominio
GB3 da proteina G. Os resultados foram comparados a dados experimentais de RMN e
constatou-se que a reproducédo dos dados de RMN dependiam fortemente do campo de forga
empregado. Além disso, os autores observaram que somente o campo de forca AMBER99SB

obteve boa concordancia com os dados experimentais para a proteina GB3.%*
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Lindorff-Larsen e colaboradores compararam o desempenho de oito campos de forca
(AMBERO3, AMBERO03*, AMBER99SB-ILDN, AMBER99SB*-ILDN, OPLS-AA,
CHARMM22, CHARMMZ27 e CHARMMZ22*) para proteinas e peptideos. A partir de um
escore de concordancia com dados experimentais (variando de 0 a 6), observaram que somente
AMBER99SB*-ILDN e CHARMMZ22* reproduziram consistentemente bem os dados.* Cino
e colaboradores realizaram simulages do peptideo B-hairpin derivado da proteina Nrf2 com
dez diferentes campos de forca: AMBER99SB-ILDN, AMBER99SB*-ILDN, AMBER99SB,
AMBER99SB*, AMBER03, AMBER03*, GROMOS96 43al, GROMOS96 53a6,
CHARMM27 e OPLS-AA/L. Avaliando os resultados, os autores observaram que os peptideos
dobraram-se em B-hairpin a 310 K somente com os campos de forca AMBER99SB-ILDN,
AMBER99SB*-ILDN, @ AMBER99SB, @AMBER99SB*, AMBER03, @AMBERO03*,
GROMOS96 43al e GROMOS96 53a6. Enquanto o campo de forca CHARMM27 s6 alcangou
essa estrutura a altas temperaturas e o campo de forgca OPLS-AA/L ndo obteve essa estrutura
para nenhuma temperatura avaliada. Os autores ressaltam, ainda, a discrepancia de resultados
apresentada entre os diferentes campos de forca e, inclusive, entre as réplicas de simulag&o.%

Pantelopoulos e colaboradores estudaram o complexo p53-MDM2, importante alvo
para o desenvolvimento de drogas para o cancer, para nove diferentes campos de forca:
AMBERO03, AMBER12SB, AMBER14SB, AMBER99SB-ILDN, AMBER99SB-ILDN-nmr,
AMBER99SB-ILDN-phi, AMBER99SB, CHARMM22* e CHARMM36. Os resultados foram
comparados a dados experimentais de deslocamentos quimicos.®” Os autores observaram
resultados similarmente acurados para os diferentes campos de forca. Por fim, Smith e
colaboradores examinaram a dindmica de um fragmento proteico B-amildide intrinsecamente
desordenado, Apoi-30, para sete campos de forca: OPLS-AA, CHARMM27, AMBER99,
AMBER99SB, AMBER99Sb-ILDN, AMBER03 e GROMOS96 53a6. Os autores observaram
que o tipo de campo de forca tem pouca influéncia sobre o raios de giro e a superficie acessivel
ao solvente. No entanto, os contetdos de estrutura secundaria e ligacdes de hidrogénio
intramoleculares mostraram-se significativamente distintos para os diferentes campos de forga.
Comparando os resultados obtidos a dados experimentais, 0s autores recomendam 0s campos
de forca OPLS-AA e GROMOS96 53a6 para estudos envolvendo o peptideo AB2i-30.%

Na construcdo dos campos de forca, uma gama de propriedades (geomeétricas,
energéticas, dielétricas, dinamicas, etc.) de moléculas pequenas podem ser ajustadas contra
diferentes conjuntos de dados experimentais e de mecanica quantica. Desta forma, conjuntos
de parametros diferentes podem produzir resultados muito diferentes quando aplicados em

sistemas biomoleculares grandes e complexos, como visto a partir dos relatos da literatura
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acima mencionados. Por fim, comparar a qualidade de campos de forca é uma tarefa dificil,
pois ndo héa garantia de que um campo de forc¢a ajustado para ter bons resultados com um grupo
de moléculas funcione bem com outro grupo.®® Por isso, a avaliagio de qual campo de forca

melhor representa um sistema e suas propriedades é de suma importancia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Bancos de dados

O principal banco de dados de estruturas de macromoléculas bioldgicas é o Protein Data
Bank (PDB).”® Este contém estruturas de proteinas e &cidos nucleicos. As estruturas
depositadas no PDB sdo determinadas experimentalmente por técnicas como cristalografia por

difragdo de raios-X e ressonéancia magnética nuclear (RMN).1%
4.2 Protocolo de Simulacédo

No presente trabalho, buscou-se identificar as condi¢fes ideais para o estudo de
influéncia do pH (neutro e acido) no processo de conversao estrutural da proteina prion celular.
Para tanto, foram avaliados os efeitos da utilizacdo de diferentes campos de forca (GROMOS96
43a1'®, GROMOS96 53a6%°, AMBER99SB?!?2, AMBER99SB-ILDN?, OPLS-AA/L*% ¢
CHARMM27%). A configuragéo inicial da proteina foi obtida a partir da estrutura de RMN
depositada no banco de dados Protein Data Bank (PDB ID: 2PRP; modelo 11; residuos 109-
219)'8. A Figura 18, a seguir, apresenta a sequéncia primaria e a estrutura terciéria da proteina

prion celular do hamster Sirio correspondente ao fragmento de residuos 109-219:

A 109- MKHMAGAAAAGA -120 B
121- VVGGLGGYML -130
131- GSAMSRPMMH  -140
141- FGNDWEDRYY -150
151- RENMNRYPNQ  -160
161- VYYRPVDQYN -170
171- NQNNFVHDCV -180

181- NITIKQHTVT -190
191- TTTKGENFTE -200
201- TDIKIMERVV -210
211- EQMCTTQYQ -219

Figura 18: Proteina prion celular do hamster Sirio (PDB ID: 2PrP)*: A) Sequéncia primaria;
B) Estrutura terciaria, destacando-se: fitas-B (S1 e S2, ndo captadas pelo visualizador PYMOL) e trés
a-hélices (HA, HB e HC).
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Para realizar as simulagdes, foi utilizado o pacote de programas do software
GROMACS, versdo 4.5.5.1% Para cada uma das simulag@es realizadas, seguiu-se o protocolo
descrito a seguir. O programa pdb2gmx foi usado para gerar o arquivo de topologia, 0 arquivo
de coordenadas cartesianas da macromolécula bioldgica e para selecionar o campo de forga. O
software Propka 3.1 foi usado para definir os estados de protonacdo dos residuos de
aminoacidos.® Em pH 7,4 (neutro), os residuos de aminoécidos lisinas, argininas, acidos
asparticos e acidos glutamicos assumiram suas formas iénicas, enquanto as histidinas foram
consideradas neutras. Em pH 3,0 (&cido), os residuos de aminoacidos lisinas, argininas e
histidinas assumiram suas formas idnicas, enquanto os acidos asparticos e acidos glutdmicos
foram considerados neutros. Em ambas as condi¢des de pH, a ligacdo dissulfeto entre os
residuos Cys179 e Cys214 foi preservada.

Na etapa subsequente, os sistemas foram centrados em uma caixa cubica, com as faces
distando de no minimo 1,5 nm da proteina. A caixa foi preenchida com moléculas de dgua (do
tipo SPC1? para os campos de forca GROMOS96 43a1'® e GROMOS96 53a6%°; TIP3P% para
os campos de forca AMBER99SB?22, AMBER99SB-ILDN? e CHARMM?27%4%5: e, TIP4P10%4
para o campo de forca OPLS-AA/L?®). Com isto, 0 arquivo de topologia foi alterado, gerando-
se um novo arquivo de coordenadas, desta vez contendo proteina e agua. Foram adicionados,
ainda, contra-ions para neutralizar os sistemas: 1 Na* em simulages neutras e 14 CI" em
simulacdes acidas.

A etapa seguinte consistiu na minimizacao de energia do sistema proteina-solvente. Para
isto, foi utilizado o algoritmo de minimizagdo LBFGS.1®1% A etapa de equilibragdo foi
promovida por 200 ps em ensemble NVT seguido de 200 ps em ensemble NPT. Os
comprimentos de todas as ligacdes de equilibrio da proteina foram mantidos pelo uso do
algoritmo LINCS.1%” As moléculas de 4gua foram restringidas pelo algoritmo SETTLE.1%

A Ultima etapa da simulacdo consistiu na dindmica molecular propriamente dita, na qual
todos os graus de liberdade foram amostrados. A temperatura (300 K) e a presséo (1 bar) foram
mantidas constantes, usando os algoritmos V-rescale!® e Parrinello-Rahmantt?,
respectivamente. Um raio de corte de 1,25 nm foi definido para as interacdes de Coulomb e van
der Waals. O tratamento das interagdes eletrostaticas de longo alcance foi promovido pelo
método SPME.'!! As equagdes de movimentos foram integradas usando o algoritmo Leap-frog
com um passo de tempo de 2 fs. Para cada estrutura de partida, em um campo de forca e um pH
especificos, foram realizadas cinco réplicas de 100 ns. As réplicas foram produzidas pelo uso
de diferentes valores de semente para a geragdo das velocidades iniciais. Dessa forma, foram

produzidos 60 sistemas, que juntos totalizaram 6,0 us de tempo de simulacao.
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De posse das trajetorias das simula¢fes de DM, foram realizadas analises empregando
programas do software GROMACS 4.5.5. As andlises realizadas foram: RMSD (Root Mean
Square Deviation), RMSF (Root Mean Square Fluctuation), PCA (Analise de Componentes
Principais), SEL (Superficie de Energia Livre), ligacdes de hidrogénio e evolucao de estruturas
secundarias  (via programa DSSP). Finalmente, o software PYMOL 1.3

(http://www.pymol.org)!*? foi usado para gerar imagens das estruturas finais assim como das

estruturas correspondentes aos clusters mais populosos das simulaces.

A partir dessas simulacdes, foram selecionadas aquelas com melhor desempenho sob
pH &cido (baseado no alto conteddo de folhas-f). As quatro estruturas finais das simulagdes
para os campos de forca com melhor desempenho sob pH &cido foram, entéo, utilizadas como
ponto de partida para novas simulacGes de DM em pH neutro (pH 7.4). Essa situacao seria o
correspondente celular de a proteina dentro do compartimento endossomal (submetida a pH
acido) retornar a superficie externa celular (onde estaria submetida novamente a pH neutro).
Com cada uma das quatro estruturas foram realizadas cinco réplicas de simulacdo sob pH
neutro, totalizando 20 simulacGes de 100 ns cada. O protocolo empregado nessas simulacdes é
idéntico ao explicado acima para o estudo de influéncia dos campos de for¢ca. Com isso,
pretende-se avaliar a estabilidade estrutural do modelo gerado de PrP*¢ frente ao seu retorno ao
pH neutro.

Todas as simulacdes e posteriores analises foram realizadas no laboratério do Grupo de
Quimica Teorica (GQT), localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Para os sistemas empregados neste trabalho, simula¢Ges com duracdo de 5 ns

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

O RMSD calcula o desvio padrdo médio quadratico para todos os &tomos da proteina.

O RMSD pode ser calculado pela formula abaixo®**:

1

N 2
RMSD(t,,t,) = [% > mil(e) = r@)IP (23)
M= Zi\lﬂ m; (24)

Sendo ri (t1) e ri (t2) as posi¢des do atomo i, respectivamente, nos tempos t; e to; m; a massa do

atomo i; M o somatério da massa de todos os &tomos da molécula.
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Ou seja, 0 RMSD ¢ utilizado para estimar os desvios médios da estrutura da proteina,
em relacdo a estrutura de referéncia (onde to = 0), no decorrer da simulagdo. Assim, é
vislumbrada a evolugdo da mudanca estrutural total da molécula ao longo da simulacdo. O
RMSD pode ser calculado para os atomos da cadeia principal, para os atomos de carbono alfa
(Ca), ou outras opcdes disponiveis no programa g_rms do pacote GROMACS.

O RMSF calcula o desvio padrdo das posicGes atdmicas ao longo da simulagédo com
relacdo as posicdes de uma estrutura tomada como referéncia. Ou seja, calcula as flutuagdes
atémicas ao longo da simulacéo**3,

As ligacgOes de hidrogénio sdo determinadas pelo estabelecimento de um valor limite
para o &ngulo aceptor de hidrogénio- doador de hidrogénio — hidrogénio. Este valor limite é
equivalente a 30 graus. Além disso, 0 GROMACS s0 realiza simulacGes de ligacdes de
hidrogénio entre &tomos que estdo distanciados por 0,35 nm.3 A Figura 19, a seguir, mostra a
relacdo angular (angulo a) entre o aceptor de hidrogénio (A), o doador de hidrogénio (D) e o

atomo de hidrogénio (H).

D A

Figura 19: Relacao angular (ingulo o) entre o aceptor de hidrogénio (A), o doador de hidrogénio
(D) e 0 atomo de hidrogénio (H).

4.3.1 Analise estrutural de proteinas

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina determina sua estrutura tridimensional,
que, por sua vez, determina suas propriedades. Muitas conformacdes espaciais sdo possiveis
para uma proteina, mas somente uma ou poucas possuem atividade bioldgica. Essas
conformacdes sdo designadas nativas!4,

Para a realizacdo de analises bem sucedidas, relacionando sequéncias de aminoacidos e
estrutura de proteinas, é necessario uma definicdo precisa de estrutura secundéria. As analises
estruturais, do presente trabalho, foram realizadas utilizando o programa DSSP (sigla para
Dictionary of Protein Secondary Structure, do inglés)!*® do pacote GROMACS. Partindo de
uma defini¢do de ligagcdes de hidrogénio, o DSSP define voltas (turns) e segmentos-f  (f-
bridges); e, baseado nestas, define hélices (a-hélices, 3-hélices e 5-hélices) e folhas-p,

respectivamente. Entre as caracteristicas geometricamente definidas, encontram-se as dobras
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(bends). Além disso, o programa DSSP define ainda: alcas (coils) e estrutura (structure; que
corresponde ao somatorio de a-hélices, folhas-B, segmentos-B e voltas).!'® Para visualizar em

detalhes os algoritmos de definicdo das estruturas secundarias, ver Anexo A4.
4.3.2 Analise de componentes principais (PCA)

Proteinas funcionais sdo dotadas de movimentos internos que permitem sua funcéo
biologica. Esses movimentos podem ser subtos e envolver correlagdes complexas entre
movimentos atdmicos'!®. Na trajetoria de DM de uma proteina, as coordenadas cartesianas
contém uma mistura de modos de movimento lentos e rapidos. A analise de componentes
principais, PCA (também conhecida como dindmica essencial, analise quase-harménica ou
coordenadas dindmicas moleculares 6timas) pode ser usada para separar esses modos de
movimentos por amplitude!*’.

A analise de componentes principais (PCA) é um método estatistico multivariado que
permite identificar padrbes a partir de um conjunto de dados iniciais (que possui um grande
namero de variaveis correlacionadas). A técnica reduz o problema para um novo conjunto
de variaveis ndo correlacionadas, chamadas de componentes principais (PC), que
respondem pela maior parte da variagio associada ao conjunto de dados original.1*6-11

A PCA pode ser aplicada sobre um conjunto de coordenadas de alta-dimensionalidade,
X(t). Apds o ajuste translacional e rotacional de todas as estruturas de DM com base na estrutura

de referéncia, a matriz de covariancia N x N, Cjj, é construida e diagonalizada:*'’

Cj = My? () — %)M, > (x, — %)) (25)
RTCR =diag(4, 15, ..., Ay) (26)

Sendo que a linha superior denota média sobre o tempo; M é uma matriz diagonal contendo as
massas das particulas e N € o nimero de particulas; R € a matriz de transformacao ortonormal
ou matriz de rotacdo; a i-ésima coluna de R é o autovetor ou modo principal correspondente do
autovalor A;. Os autovalores so iguais a variancia na direcdo do autovetor correspondente.

A projecdo de x nos autovetores resulta nos componentes principais, p(t):'t’

p(t) = R™Mz x(t) @7)
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Num processo dinamico, 0s componentes principais sdo funcdo do tempo e respeitam algumas

propriedades:*!®

1) A variancia de pi(t) é igual ao autovalor A;:
Var(pi) = Ai.
2) O primeiro componente apresenta a maior variancia:

Var(p1) > Var(p2) > ... > Var(pn)
Ou

M >h2 > > AN

3) O total da variancia das variaveis originais € igual ao somatério dos autovalores que é

igual ao total da variancia dos componentes principais:

z Var(x;) = Zli = z Var(p;)

4) Os componentes principais nao sdo correlacionados entre si:
Cov(pip;) =0

Pela diagonalizacao da matriz dos deslocamentos atdmicos, encontra-se que as flutuacdes
posicionais estdo concentradas em movimentos correlacionados em um subespago de somente
alguns poucos graus de liberdades (menos do que 1%), enquanto todos os outros graus de
liberdade sdo menos importantes flutuacdes Gaussianas otogonais ao subespaco essencial. O
movimento fora desse espaco essencial pode ser considerado como essencialmente constrito.
Dessa forma, a proteina pode ser representada no espaco essencial que € geralmente explicado
por poucos componentes principais.*® Nos casos mais favoraveis, uma significativa fracio da

variancia da distribuicido multidimensional pode ser explicada por poucas dimensdes,116-119
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4.3.3 Superficie de energia livre

Um conceito importante para interpretar processos biomoleculares é através do perfil de

energia livre das moléculas. A energia livre pode ser descrita pela equagdo a seguir:*?°

AG(r) = —kgTInP(r) (28)

Sendo P a distribuicdo de probabilidade do sistema molecular ao longo de uma coordenada r.
Comumente, se escolhe como coordenadas o raio de giro (RG) e o desvio médio quadratico
(RMSD) com relacdo aos estados energéticos moleculares. O perfil de energia livre é
caracterizado por minimos energéticos (que representam estados conformacionais metaestaveis
do sistema) e suas barreiras (que conectam esses estados). Dessa forma, é possivel avaliar os
caminhos e as energias cinéticas correspondentes as conformacdes biomoleculares a partir do

perfil de energia livre.'?°
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Influéncia dos Campos de Forca

A conversdo estrutural da proteina do prion celular sob pH acido (Figura 20) foi investigada
por varios estudos de dinamica molecular.®*" As simulagbes detalhadas nesses estudos
revelam um aumento de folhas-p e uma concomitante diminuicéo de conteudo a-helicoidal sob
pH &cido. Esses estudos, porém, apresentam discordancias a respeito dos eventos envolvidos
na conversao estrutural de PrP¢ a PrPS¢, tais como: i) se a concentragio da formagao de folhas-
B ocorre na regiao N-terminal anteriormente desestruturada; ii) qual a-hélice original (HA ou

HB) é desestruturada na estrutura intermediaria resultante do redobramento de PrP.

N-terminal ff W
[

c
-~ C-terminal PrP

membrana
plasmatica

N

ancora GPI

endocitose

. conversao
estrutural

endossoma endossoma

Figura 20: Ciclagem constitutiva da proteina prion celular passando por diferentes condicées de pH.™

5.1.1 Avaliacéo geral de todos os campos de forca

Para entender os eventos estruturais cruciais na conversio de PrPC, realizou-se na

presente tese um estudo sistematico de dindmica molecular da proteina prion celular,
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detalhando-se multiplas simulagbes para varios campos de forca: GROMOS96 43al,
GROMOS96 53a6, AMBER99SB, AMBER99SB-ILDN, CHARMM27 e OPLS-AA/L. Como
ponto de partida para essas simulagdes, foi empregada a mesma sequéncia de aminoacidos da
proteina prion celular do hamster Sirio, modelo 11 (fragmento 109-219; PDB ID 2PrP8).
Foram realizadas 60 simula¢es, considerando 5 réplicas de 100 ns para cada campo de forca
em condicgdes acida e neutra. Os resultados para cada campo de forca sdo apresentados como
uma média de cinco simulagdes independentes iniciadas a partir de diferentes velocidades

iniciais.

5.1.1.1 Estabilidade das simulacGes e analises de componentes principais

A Tabela 8, a seguir, mostra o valor da média e do desvio padrdo de RMSD de Ca do
fragmento inteiro da proteina (residuos 109-219) e das regides N-terminal (residuos 109-143)
e C-terminal (residuos 144-219), para as cinco réplicas realizadas em cada campo de forca
para cada condicdo de pH.

Tabela 8: Média e desvio padrdo de RMSD de Ca entre as cinco réplicas para cada um dos campos de

forca entre 90 e 100 ns de simulagéo.

RMSD de Ca (nm) entre 90 e 100 ns

C-terminal TOTAL
Média + Desvio Padrdo Média + Desvio Padrao Média + Desvio Padrdo

N-terminal
Simulacao

GROMOS96 53a6_neutro
GROMOS96 53a6_Aacido
AMBER99SB_neutro
AMBER99SB_&cido
GROMOS96 43al_neutro
GROMOS96 43al_é4cido
AMBER99SB-ILDN_neutro
AMBER99SB-ILDN_acido
OPLS-AA/L_neutro
OPLS-AA/L_acido
CHARMMZ27_neutro
CHARMM27_acido

0,7198 +0,1503
0,9084 +0,1772
0,8241 +0,1519
1,1866 + 00,1287
0,7591+0,1109
0,8373 £0,1927
0,8055+0,1760
0,8260 + 0,1425
0,7134+0,1752
1,0102 + 00,2344
0,7359 +0,0978
0,9339 +0,2692

0,4382 +0,0797
0,4657 + 0,0097
0,4019 +0,0794
0,5009 +£0,0474
0,4103 + 0,0627
0,5059 + 0,0894
0,3911 +0,0566
0,3490 + 0,0526
0,4302 + 0,0692
0,5691 +0,1078
0,3615 +0,0277
0,4792 +0,1292

0,5450 + 0,1027
0,6432 + 0,0825
0,5702 +0,1062
0,7861 + 0,0687
0,5475 +0,0714
0,6359 + 0,0967
0,5587 + 0,0927
0,5496 + 0,0630
0,5374 +£0,1051
0,7412 £ 0,1355
0,5117 +£0,0425
0,6612 + 0,1685
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A Figura 21, a seguir, mostra o valor de RMSD de Ca do fragmento inteiro da proteina

(residuos 109-219) em funcdo do tempo de simulag&o.

T . :
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Figura 21: RMSD de C,, para o fragmento proteico inteiro (109-219), ao longo do tempo de
simulacdo. Cada grafico mostra cinco curvas relativas as réplicas para cada campo de forga em
uma das condicOes de pH: A) GROMOS96 53a6, pH neutro; B) GROMOS96 53a6, pH &cido;
C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH &cido; E) GROMOS96 43al, pH neutro;
F) GROMOS96 43al, pH &cido; G) AMBER99SB-ILDN, pH neutro; H) AMBER99SB-ILDN, pH
acido; 1) OPLS-AA/L, pH neutro; J) OPLS-AAI/L, pH é&cido; K) CHARMM27, pH neutro;
L) CHARMM27, pH acido. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1; vermelho

= réplica 2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.

Analisando os resultados da Tabela 8 e da Figura 21, observa-se que, para quase todos

os campos de forca, a média de RMSD das réplicas acidas € maior do que a das réplicas neutras.
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De fato, somente o campo de forca AMBER99SB-ILDN mostra comportamento oposto. No
entanto, a exclusdo da réplica 2 € suficiente para recuperar a mesma tendéncia apresentada
pelos demais campos de forga (isso pode ser melhor observado pela Tabela do Apéndice Al,

que apresenta os resultados para cada réplica especifica).

Foram avaliadas, ainda, as contribui¢fes das regides N-terminal (residuos 109-143,
Apéndice A2) e C-terminal (residuos 144-219, incluindo as trés a-hélices originais, Apéndice
A3). Comparando esses gréficos, observa-se que as curvas de RMSD N-terminais (Apéndice
A2) possuem maiores valores de RMSD do que as curvas C-terminais (Apéndice A3). Além
disso, o fragmento inteiro da proteina (residuos 109-219, Tabela 8) possui valores de RMSD
inferiores aos das curvas de RMSD N-terminais (Tabela 8) e superiores aos das curvas de
RMSD C-terminais (Tabela 8). E importante ressaltar que esse comportamento é observado
para todos os campos de forca em ambas as condi¢Ges neutra e acida. Além disso, é possivel
associar o padrédo de flutuacdes observado nas curvas de RMSD do fragmento proteico inteiro
(Figura 21) com as flutuacdes observadas nas curvas de RMSD N-terminais (Apéndice A2). O
mesmo n&o é observado para as flutuagdes das curvas de RMSD C-terminais (Apéndice A3).
Esses resultados refletem o fato de a regido N-terminal ser um dominio de alta flexibilidade,
responsavel pelas principais flutuacdes estruturais da proteina em ambas condi¢des de pH, mais
pronunciadamente em pH &cido.

Ainda na Tabela 8, observa-se maiores valores de desvio padrdo de RMSD para a regiéo
N-terminal do que para a regido C-terminal. Esse resultado reforca que a variabilidade da regiéo
N-terminal tem maior contribuicdo para a variabilidade observada entre as réplicas das
simulacdes. Essa variabilidade entre as réplicas, por sua vez, reforca a necessidade de se
realizar maltiplas simulacfes de dinamica molecular.

Das andlises de componentes principais (Apéndices A4-A9), o0s primeiros dez
autovalores explicam cerca de 80 % da variancia total em cada uma das 60 simulacdes de DM.
As figuras nos Apéndices A4-A9 (A-E: réplicas neutras; F-J: réplicas acidas) mostram a
projecdo das trajetérias de DM sobre o plano definido pelos dois primeiros componentes
principais. Desses graficos, observa-se que cada trajetoria explora porcdes distintas do espaco
conformacional. De modo geral, as réplicas &cidas exploram mais amplamente o espaco
conformacional do que as réplicas neutras. Uma excecgdo é percebida para o campo de forca
GROMOS96 43al, para o qual observa-se que ha uma exploracdo similar do espaco
conformacional para ambas as condi¢cdes de pH. A discrepancia entre as réplicas de DM

indicam uma leve, porém importante diferenca na exploracéo do espaco conformacional. Esses
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resultados, mais uma vez, corroboram a necessidade de se realizar multiplas simulacdes de DM
para estabelecer a correta distincdo entre as condi¢des neutra e acida no estudo de conversdo

conformacional da proteina prion celular.
5.1.1.2 Evolucdo de estruturas secundarias

De acordo com resultados experimentais, o pH acido endossomal induz a converséo de
PrP¢ a PrPS¢,112 Consequentemente, espera-se identificar um aumento de folhas-B na regido
N-terminal de PrP® quando simulada sob pH é&cido. Por outro lado, a estrutura de RMN original
deve ser mantida em pH neutro, considerando-se uma situacdo ideal. Além disso, um bom
campo de forca deve ser capaz de manter as folhas-B formadas durante a simulagdo de DM em
pH é&cido. Ao longo do texto, serdo empregadas legendas para designar as estruturas
secundarias de acordo com a caracterizagdo espectroscopica de PrP¢ por RMN (PDB ID:
2PrP)!8. Dessa forma, HA, HB e HC serdo utilizadas para designar as trés a-hélices originais,
enquanto S1 e S2, para designar as fitas-f originais.

As Figuras 22 a 27, mostram a evolucdo de estruturas secundarias de residuos de
aminoacidos (obtidas pelo software DSSP) durante as simulagdes. Avaliando essas figuras,
observa-se que os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB apresentam a maior
propensdo & formacdo de folhas-p na regido N-terminal de PrP¢ em pH &cido. Em condicéo
neutra, o campo de forca GROMOS96 53a6 permite o desenovelamento das fitas-p S1 ¢ S2 em
duas das réplicas (Figura 22 A e D), enquanto nas demais réplicas essas fitas-p sdo mantidas
nos Gltimos 40 ns de simulacdo (Figura 22, B, C ¢ E). A a-hélice HB é parcialmente
desestruturada em todas as simula¢des (Figura 22 A-E). Em condicdo acida, esse campo de
forca resulta num significativo aumento de folhas-p na regido N-terminal e,
concomitantemente, parece estabilizar mais as a-hélices originais (Figura 22 F, G, H e J) do
que a condi¢do neutra. Na réplica I, a a-hélice HA é substituida por 5-hélice ap6s 80 ns de
simulacdo (Figura 22 1). Em quase todas as réplicas, a regido N-terminal de HB é substituida

por uma estrutura curva (bend, do inglés; Figura 22 F, H, I e J).
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Figura 22: Estrutura secunddria de residuos de aminoacidos durante a
simulacgéo para o campo de forca GROMOS96 53a6. Cada grafico (obtido pelo programa DSSP)
mostra uma das cinco réplicas para as condigdes neutra e &cida. A) - E) réplicas neutras; F) - J)
réplicas &cidas. Cada cor representa uma estrutura secundéria especifica: branco = alga; vermelho =
folhas-f; preto = segmento f; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza

= 3-hélice.
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Figura 23: Estrutura secundaria de residuos de aminoacidos durante a
simulagé@o para o campo de forca AMBER99SB. Cada gréfico (obtido pelo programa DSSP)
mostra uma das cinco réplicas para as condi¢des neutra e acida. A) - E) réplicas neutras; F) - J)
réplicas &cidas. Cada cor representa uma estrutura secundaria especifica: branco = alca; vermelho =
folhas-f; preto = segmento f; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza

= 3-hélice.

Para o campo de forca AMBER99SB em condigao neutra, as fitas-p S1 e S2 assim como
as a-hélices HA e HC mostram-se instaveis ou desestruturadas durante as simulacgdes (Figura
23 A-E). Em condicdo &cida, o contetido de folhas-B na regido N-terminal tem um significativo

aumento em todas as réplicas, com excec¢do da réplica G (Figura 23 F-J).
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Figura 24: Estrutura secundaria de residuos de aminoacidos durante a
simulacgéo para o campo de forca GROMOS96 43al. Cada grafico (obtido pelo programa DSSP)
mostra uma das cinco réplicas para as condi¢des neutra e acida. A) - E) réplicas neutras; F) - J)
réplicas &cidas. Cada cor representa uma estrutura secundéria especifica: branco = alca; vermelho =
folhas-f; preto = segmento f; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza

= 3-hélice.

Para o campo de forca GROMOS96 43al em condicdo neutra, as a-hélices HB e HC
(Apéndice A12, A-E) mostram-se mais estaveis do que no campo de forca GROMOS96 53a6.
Na maioria das simulagdes nessa condigao, a a-hélice HA e as fitas-p S1 e S2 sdo amplamente
desestruturadas ao longo das simulagdes (Figura 24 A, C e D). A regido C-terminal da
a-hélice HB é desestruturada e as fitas-p S1 e S2 sdo mantidas na maioria das simula¢des em
pH é&cido (Figura 24 F-J). No entanto, comparado aos resultados do campo de forca

GROMOS96 53a6, ocorre um aumento menos significativo do contetddo de folhas-p.
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Figura 25: Estrutura secunddria de residuos de aminoacidos durante a
simulacdo para o campo de forca AMBER99SB-ILDN. Cada gréfico (obtido pelo programa
DSSP) mostra uma das cinco réplicas para as condi¢es neutra e acida. A) - E) réplicas neutras;
F) - J) réplicas é&cidas. Cada cor representa uma estrutura secundaria especifica: branco = alca;
vermelho = folhas-B; preto = segmento B; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-

hélice; e cinza = 3-hélice.

O conteudo de a-hélices assim como de folhas-f é similar em ambas as condigdes para
o campo de forca AMBER99SB-ILDN (Figura 25 A-J). E importante ressaltar que esse
resultado contradiz os estudos experimentais que mostram um aumento de folhas-f em

condicéo &cida.
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Figura 26: Estrutura secundaria de residuos de aminoacidos durante a
simulagdo para o campo de forca OPLS-AA/L. Cada gréafico (obtido pelo programa DSSP)
mostra uma das cinco réplicas para as condi¢des neutra e acida. A) - E) réplicas neutras; F) - J)
réplicas acidas. Cada cor representa uma estrutura secundaria especifica: branco = alca; vermelho =
folhas-B; preto = segmento f; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza

= 3-hélice.

No campo de forga OPLS-AA/L, a maioria das estruturas secundarias regulares séo
desestruturadas. Contradizendo o esperado experimentalmente, observa-se, ainda, um aumento

de folhas-p em trés réplicas em condicao neutra (Figura 26 B-D).
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Figura 27: Estrutura secundaria de residuos de aminoacidos durante a
simulagédo para o campo de forca CHARMMZ27. Cada grafico (obtido pelo programa DSSP)
mostra uma das cinco réplicas para as condi¢des neutra e acida. A) - E) réplicas neutras; F) - J)
réplicas &cidas. Cada cor representa uma estrutura secundéaria especifica: branco = alca; vermelho =
folhas-f; preto = segmento f; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza

= 3-hélice.

No campo de forca CHARMMZ27, as a-hélices HA, HB e HC mostram-se muito
estaveis em condicdo neutra (Figura 27 A-E), enquanto a regido C-terminal da a-hélice HA é
desenovelada em algumas das réplicas em pH &cido (Figura 27 F-1). Observa-se também uma
tendéncia a formagdo de novas a-hélices na regido N-terminal em pH neutro (Figura 27 A, C,
D e E) e em pH é&cido (Figura 27 F, G e H), o que contradiz os resultados experimentais. O
conteudo de folhas-p, por outro lado, ¢ mantido em trés réplicas em ambas as condigdes de pH
(Figura27B,C,D,F, Hel).
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5.1.1.3 NuUmero de residuos em estruturas secundarias

As Figuras 28 e 29 mostram os valores de média e desvio padrdo (entre as cinco
réplicas) de residuos de aminoacidos envolvidos em a-hélices e folhas-f3, respectivamente,
calculados sobre os ultimos 10 ns de simulagdo. Pela Figura 28, observa-se que o campo de
forca GROMOS96 53a6 apresenta 0 maior numero médio de residuos de aminoacidos em
folhas-p para o pH acido. Para esse campo de forga, a condi¢do acida possui um numero
significativamente maior de folhas-B (14 versus 6 residuos; Figura 28) e um contetdo
levemente maior de a-hélices (39 versus 38 residuos; Figura 29) do que a condicdo neutra. De
forma similar, o campo de forca AMBER99SB em pH &cido mostra maiores valores médios
de residuos em folhas-p (9 versus 4; Figura 28) e em a-hélices (37 versus 36; Figura 29) do
que em pH neutro. J& o campo de forca GROMOS96 43al em pH acido apresenta maior
namero de residuos em folhas-p (8 versus 5; Figura 28) do que em pH neutro, porém um menor
namero de residuos em a-hélices (37 versus 36; Figura 29). O campo de forca AMBER99SB-
ILDN apresenta o mesmo valor médio de residuos em a-hélices (41 residuos; Figura 29) em
ambas as condicGes de pH. Além disso, a condi¢cdo neutra possui um valor médio de folhas-
levemente maior do que a condicdo &cida (6 versus 4; Figura 28). O campo de forca OPLS-
AA/L subestima o conteudo de a-hélices em ambas as condi¢Bes de pH. De fato, ha uma
diminuicdo mais acentuada de a-hélices em pH neutro (24 versus 28 residuos; Figura 29).
Ressalta-se, ainda, que para esse campo de forca, a condicdo neutra mostra uma maior
propensao a formacédo de folhas-p do que a condigdo acida (8 versus 3 residuos; Figura 28).
Por outro lado, a campo de forca CHARMM27 superestima o contetido de a-hélices (54, em
pH neutro, versus 51, em pH &cido; Figura 29). Isso se deve a manutencao das a-hélices
originais (HA, HB e HC), mas também relaciona-se com uma tendéncia que esse campo de
forga mostra em formar novas a-hélices na regido N-terminal (Figura 27 A, C, D, E, F, G, H),
pronunciadamente em pH neutro. Além disso, esse campo de forca apresenta um baixo

contetido de folhas-p (5, em pH acido, versus 4 residuos, em pH neutro; Figura 28).
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Figura 28: Valores de média e desvio padréo (entre as cinco réplicas) de residuos de amino&cidos envolvidos
em folhas-p entre 90 e 100 ns de simulacao para o fragmento 109-219: 1) GROMOS96 53 a6, pH neutro;
2) GROMOS96 53a6, pH acido; 3) AMBER99SB, pH neutro; 4) AMBER99SB, pH &cido; 5) GROMOS96 43al,
pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH &cido; 7) AMBER99SB-ILDN, pH neutro; 8) AMBER99SB-ILDN, pH
acido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH é&cido; 11) CHARMM27, pH neutro; 12) CHARMM?27,
pH é&cido.
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Figura 29: Valores de média e desvio padrao (entre as cinco réplicas) de residuos de aminoacidos envolvidos
em a-hélices entre 90 e 100 ns de simulagdo para o fragmento 109-219: 1) GROMOS96 53 a6, pH neutro;
2) GROMOS96 53a6, pH acido; 3) AMBER99SB, pH neutro; 4) AMBER99SB, pH &cido; 5) GROMOS96 43al,
pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH &cido; 7) AMBER99SB-ILDN, pH neutro; 8) AMBER99SB-ILDN, pH
acido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH é&cido; 11) CHARMM27, pH neutro; 12) CHARMM?27,
pH acido.
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De maneira geral, observa-se que somente os campos de forca GROMOS96 53a6,
AMBER99SB e GROMOS96 43al apresentam maiores contelidos de folhas-p em pH acido
do que em pH neutro (Figura 28). Em relagdo ao campo de forca GROMOS96, o conjunto de
parametrizacdo 53a6 possui melhor performance (em relacdo a formacéo de folhas-p) em pH
acido do que o conjunto de parametrizacdo 43al. Adicionalmente, os campos de forca
AMBER99SB-ILDN e OPLS-AA/L exibem maiores conteudos de folhas-p em pH neutro do
que em pH &cido (Figura 28). Finalmente, o campo de forca CHARMMZ27 mostra conteldos
similares de folhas-p em ambas as condi¢6es de pH (Figura 28). Em relagdo ao conteudo de a-
hélices, observa-se que os campos de forca GROMOS96 53a6, AMBER99SB, GROMOS96
43al e AMBER99SB-ILDN apresentam valores médios similares, enquanto os campos de
forca OPLS-AA/L e CHARMM27 mostram maiores discrepancias em relacdo aos demais.
Dentre todos os campos de forga, 0 OPLS-AA/L exibe o maior desenovelamento de a-hélices,
enquanto o CHARMMZ27 apresenta o maior contetido de a-hélices (em ambas as condicgdes de
pH; Figura 29).

5.1.1.4 Ligagdes de hidrogénio

A Figura 30 mostra os valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) das

ligacGes de hidrogénio intermoleculares, calculados para os ultimos 10 ns de simulacéo.
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Figura 30: Valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) de ligacBes de hidrogénio
intermoleculares, calculados para os tltimos 10 ns de simula¢do para o fragmento 109-219. 1) GROMOS96
53 a6, pH neutro; 2) GROMOS96 53a6, pH &cido; 3) AMBER99SB, pH neutro; 4) AMBER99SB, pH &cido;
5) GROMOS96 43al, pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH 4acido; 7) AMBER99SB-ILDN, pH neutro;
8) AMBER99SB-ILDN, pH 4cido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH é&cido; 11) CHARMM27,
pH neutro; 12) CHARMMZ27, pH é&cido.
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Da Figura 30, observa-se que as simulacfes em pH neutro mostram maior nimero
médio de ligacdes de hidrogénio do que as simulagdes em pH acido. Isso indica que as
estruturas em condicdo neutra apresentam maior solubilidade em &gua do que as estruturas em
condicdo &cida, como ja era esperado, dada a conhecida insolubilidade de PrP*c,

As Figuras 31 e 32 mostram os valores de média e desvio padrdo (entre as cinco
réplicas) de ligacdes de hidrogénio intramoleculares, calculados para os ultimos 10 ns de

simulagéo.
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Figura 31: Valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) de ligagcBes de hidrogénio
intramoleculares totais para o fragmento 109-219, calculados para os uGltimos 10 ns de simulagéo:
1) GROMOS96 53 a6, pH neutro; 2) GROMOS96 53a6, pH acido; 3) AMBER99SB, pH neutro; 4) AMBER99SB,
pH &cido; 5) GROMOS96 43al, pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH &cido; 7) AMBER99SB-ILDN, pH neutro;
8) AMBER99SB-ILDN, pH éacido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH &cido; 11) CHARMM27,
pH neutro; 12) CHARMMZ27, pH &cido.

Na Figura 31 observa-se que, para todos os campos de for¢a, o nimero total de ligacdes
de hidrogénio intramoleculares para o fragmento inteiro da proteina (residuos 109-219)

também é maior em condi¢do neutra. Em outras palavras, a soma de todas as ligagcdes de
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hidrogénio responsaveis pela manutencdo das estruturas secundarias e terciarias € maior em

condicdo neutra.

60
T 50
I
o 40
go
o 30
()]
£ 20
3
Z 10
0
1 2 3 4|5 6 7 8 9 10 11 12
m Desvio Padréo 2 3 3 2 1 3 2 3 6 3 2 3
m Média 41 46 39 | 41 45 | 47 42 | 43 35 32 50 | 48

Figura 32: Valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares da cadeia principal para o fragmento 109-219, calculados para os Gltimos 10 ns de
simulacdo: 1) GROMOS96 53 a6, pH neutro; 2) GROMOS96 53a6, pH acido; 3) AMBER99SB, pH neutro;
4) AMBER99SB, pH 4cido; 5) GROMOS96 43al, pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH &cido; 7) AMBER99SB-
ILDN, pH neutro; 8) AMBER99SB-ILDN, pH acido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH &cido;
11) CHARMMZ27, pH neutro; 12) CHARMM27, pH &cido.

Considerando apenas as ligacdes de hidrogénio intramoleculares referentes a cadeia
principal para o0 mesmo fragmento de proteina (Figura 32), ocorre uma inversdo dessa
tendéncia para os campos de forca GROMOS96 53a6, AMBER99SB, GROMOS96 43al e
AMBER99SB-ILDN. Para esses campos de forca, o desenovelamento de estruturas
secundarias é maior em condi¢do neutra. Para entender como isso afeta os dominios N-terminal
(residuos 109-143) e C-terminal (residuos 144-219, incluindo as trés a-hélices originais),
também foi calculado o nimero de ligagdes de hidrogénio intramoleculares da cadeia principal

para essas regides.
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Figura 33: Valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares da cadeia principal para o fragmento 144-219, calculados para os uUltimos 10 ns de
simulacdo: 1) GROMOS96 53 a6, pH neutro; 2) GROMOS96 53a6, pH acido; 3) AMBER99SB, pH neutro;
4) AMBER99SB, pH 4cido; 5) GROMOS96 43al, pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH &cido; 7) AMBER99SB-
ILDN, pH neutro; 8) AMBER99SB-ILDN, pH acido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH é&cido;
11) CHARMMZ27, pH neutro; 12) CHARMM27, pH &cido.

A partir da Figura 33, observa-se que o numero médio de ligagdes de hidrogénio
intramoleculares C-terminal é maior em pH &cido para quase todos os campos de forga.
Somente o campo de forca CHARMM27 apresenta 0 mesmo valor médio para ambas as
condigBes de pH. Esses resultados corroboram nossas conclusdes sobre o nimero médio de
residuos de a-hélices, j& discutidos na Figura 29.
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Figura 34: Valores de média e desvio padrdo (entre as cinco réplicas) de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares da cadeia principal para o fragmento 109-143, calculados para os ultimos 10 ns de
simulacdo: 1) GROMOS96 53 a6, pH neutro; 2) GROMOS96 53a6, pH écido; 3) AMBER99SB, pH neutro;
4) AMBER99SB, pH &cido; 5) GROMOS96 43al, pH neutro; 6) GROMOS96 43al, pH acido; 7) AMBER99SB-
ILDN, pH neutro; 8) AMBER99SB-ILDN, pH &cido; 9) OPLS-AA/L, pH neutro; 10) OPLS-AA/L, pH éacido;
11) CHARMMZ27, pH neutro; 12) CHARMM27, pH &cido.

A partir da Figura 34, observa-se que GROMOS96 53a6 e AMBER99SB sdo 0s Unicos
campos de forca em que o numero médio de ligagdes de hidrogénio intramoleculares da cadeia
principal no dominio N-terminal é maior em pH acido do que em pH neutro. Este resultado
esta de acordo com o maior nimero de residuos em folhas-B na regido N-terminal, como
discutido anteriormente na Figura 28. Por outro lado, os campos de forca GROMOS96 43al,
OPLS-AA/L e CHARM27 mostram valores maiores em pH neutro, enquanto o AMBER99SB-
ILDN mostra 0 mesmo valor em ambas as condi¢des de pH (Figura 34). Esses resultados ndo
se correlacionam perfeitamente com o contetdo de folhas-p apresentado na Figura 28. No
entanto, isso j& € esperado em alguns casos, uma vez que as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares da cadeia principal sdo a soma das ligacbes de hidrogénio em todas as
estruturas secundarias e ndo apenas das ligacoes de hidrogénio responsaveis pela formacéao de

a-hélices e folhas-p.
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5.1.1.5 Flexibilidade de residuos de aminoacidos

A Figura 35 mostra os graficos de RMSF de Ca para o intervalo de 0 a 100 ns de
simulacéo para o fragmento 109-219. Cada curva representa a media entre as cinco réplicas em
cada condicdo. As regibes correspondentes as estruturas secundarias (folhas-p: S1 e S2; a-
hélices: HA, HB e HC) sdo identificadas em cada grafico dessa figura. Também foram
analisados os graficos de RMSF de Ca a cada 20 ns para cada campo de for¢a individualmente
em cada condigéo de pH (Apéndices A10-Al5). Para o campo de forca GROMOS96 53a6
(Figura 35 A), as curvas neutra e acida mostram flexibilidades similares. Excecdo pode ser
observada na regido N-terminal (residuos 109-120), onde a curva acida tem maior flexibilidade.
Outra diferenca entre as curvas € um pico (ao redor do residuo 193) de maior flexibilidade
(0.46 nm) na condicdo neutra. Analisando a figura do Apéndice A10, observa-se que apenas
0s trés primeiros intervalos de tempo (0-20, 20-40 e 40-60 ns, Apéndice A10, A-C) apresentam
flexibilidade significativamente maior na regido N-terminal para a condicdo acida. Além disso,
a maior flexibilidade na condi¢do neutra (em torno do residuo 193) surge apenas nos ultimos
dois intervalos de tempo (60-80 e 80-100 ns, Apéndice A10, D-E). Isso esta relacionado a
desestruturacdo N-terminal da a-hélice HB nas réplicas neutras D e E (Figura 22 D e E,
respectivamente) nesses intervalos de tempo.

Para o campo de forca AMBER99SB (Figura 35 B), a curva neutra possui menor
flexibilidade do que a curva &cida ao longo de toda a sequéncia de aminodcidos. Este
comportamento € observado em todos os intervalos de tempo (0-20, 20-40, 40-60, 60-80 e 80-
100 ns, Apéndice A1l A-E, respectivamente). Os campos de forca GROMOS96 43al e
AMBER99SB-ILDN (Figura 35 C e D, respectivamente) exibem comportamento semelhante
em ambas as condi¢@es de pH, incluindo a regido N-terminal. Esse mesmo comportamento é
observado nos intervalos de tempo especificos nos graficos de RMSF de Ca. (0-20, 20-40, 40-
60, 60-80 e 80-100ns, Apéndice Al12, A-E, e Apéndice Al3, A-E, respectivamente). Para 0s
campos de forca OPLS-AA/L (Figura 35 E) e CHARMMZ27 (Figura 35 F), as curva &cidas
apresentam maior flexibilidade do que as curvas neutras. Analisando 0 RMSF de Ca para 0s
intervalos de tempo especificos, para ambos os campos de forca, observa-se que os trés
primeiros intervalos de tempo apresentam discrepancias entre as condi¢es neutras e acidas
(Apéndice Al4, A-C, e Apéndice A15, A-C, respectivamente). No entanto, nos Gltimos dois
intervalos de tempo, as curvas convergem a um padrdo de flexibilidade muito similar, inclusive
na regido N-terminal (Apéndice Al4, D-E e Apéndice Al15, D-E).
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Figura 35: RMSF de Ca para o intervalo de 0 a 100 ns de simulagdo para o fragmento 109-219:
a) GROMOS96 53a6; b) AMBER99SB; c¢) GROMOS96 43al; d) AMBER99SB-ILDN; e) OPLS-AA/L;
f) CHARMMZ27. Legenda: curvas pretas = média entre as réplicas &cidas; curvas vermelhas = média entre as

réplicas neutras.

Na Figura 35 observa-se ainda que para todos os campos de forga, as curvas nas
duas condigdes de pH apresentam valores de RMSF de Ca. inferiores a 0.45 nm. Somente as
regifes N-terminais (residuos 109-125) apresentam maiores valores de flexibilidade. De fato,
somente os campos de forca GROMOS96 53a6, AMBER99SB, OPLS-AA/L e CHARMM?27
mostram altas flexibilidades N-terminais, atingindo valores superiores a 1.0 nm para a condicao
acida. Por outro lado, os campos de forca GROMOS96 43al e AMBER99SB-ILDN
apresentam comportamentos muito semelhantes em ambas as condi¢fes de pH, inclusive na

regido N-terminal.
5.1.2 Analises adicionais para os campos de forca selecionados

De acordo com as analises coletivas, conclui-se que o campo de forca OPLS-AA/L

subestima o contetido de a-hélices, enquanto o campo de forca CHARMM27 o superestima.
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Consequentemente, esses campos de forca ndo parecem a melhor opcdo para estudar a
conversao da proteina prion celular. Por outro lado, os campos de forca GROMOS96 43al e
AMBER99SB-ILDN néo permitem uma distingdo significativa entre as condi¢des de pH. Ja
os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB apresentam 0s maiores acréscimos no
conteudo de folhas-f, assim como o maior nimero de ligac6es de hidrogénio intramoleculares
na cadeia principal do dominio N-terminal sob pH &acido. Além disso, esses campos de forca
reproduzem de forma satisfatéria a condi¢do neutra. Portanto, selecionou-se uma das cinco
réplicas em ambas as condic¢des de pH como as simulagdes mais representativas para cada um
desses campos de forca. Nas proximas secOes, serdo discutidos em detalhes a estabilidade e

alguns aspectos estruturais relevantes observados durante essas simulagdes.
5.1.2.1 Estabilidade das simulac6es

A Figura 36 mostra os valores de RMSD de Ca em fungdo do tempo de simulacdo. Para
o campo de forca GROMOS96 53a6, os valores médios de RMSD para condicdes acida e
neutra nos Gltimos 5 ns séo de 0,64 e 0,49 nm, respectivamente (Figura 36 A). No campo de
forca AMBER99SB, as simulagdes &cida e neutra atingem, nos ultimos 5 ns, 0,74 e 0,41 nm,
respectivamente (Figura 36 B). Em ambos os campos de forca, as simulagdes em condicao
acida desviam mais das estruturas iniciais do que aquelas em condicdo neutra. Este resultado
concorda com estudos experimentais in vitro que indicam maiores mudancas estruturais na

proteina prion celular sob pH &cido.
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Figura 36: RMSD de Ca em fungiio do tempo de simulagio: A) GROMOS96 53a6; condi¢Oes acida e neutra;
B) AMBER99SB; condi¢des acida e neutra; C) GROMOS96 53a6, pH neutro; D) GROMOS96 53a6, pH écido;
E) AMBER99SB, pH neutro; F) AMBER99SB, pH &cido. As curvas pretas e vermelhas representam o RMSD
sob toda a sequéncia de aminoacidos (109-219) sob pH &cido e neutro, respectivamente. As curvas azuis
representam o RMSD na regido N-terminal (109-143). As curvas verdes representam o RMSD sob a regido
C-terminal (144-219).

Para avaliar a contribuicdo isolada das por¢des N-terminal e C-terminal, também foram
analisadas as curvas de RMSD de Ca referentes a esses dominios. A Figura 36 (C-F) mostra
uma comparacao entre as curvas de RMSD do fragmento inteiro da proteina (residuos 109-
219) em relagdo as regides N-terminal (residuos 109-143) e C-terminal (residuos 144-219,
incluindo os trés originais a-hélices). Para o campo de forca GROMOS96 53a6 em pH neutro
(Figura 30 C), os valores médios de RMSD para os fragmentos N-terminal (curva azul), total
(curva vermelha) e C-terminal (curva verde) nos ultimos 5 ns sdo de 0,59, 0,49 e 0,41 nm,

respectivamente. Em pH acido (Figura 36 D), os valores médios de RMSD sé&o de 0,76, 0,64 e
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0,38 nm, respectivamente. Os valores similares de RMSD C-terminal, assumidos pelas
condicdes neutra e acida, enfatizam que a principal diferenca entre essas condicdes reside na
regido N-terminal. Para o campo de forca AMBER99SB em pH neutro (Figura 36 E), os valores
médios de RMSD para os fragmentos N-terminal (curva azul), total (curva preta) e C-terminal
(curva verde) nos ultimos 5 ns sdo de 0,49, 0,41 e 0,27 nm, respectivamente. Em pH acido
(Figura 36 F), os valores médios de RMSD foram de 0,74, 0,74 e 0,43 nm, respectivamente.
Para esse campo de forca, ambas as regides N-terminal e C-terminal contribuem para
diferencas entre as condigdes &cida e neutra. De fato, as por¢des N-terminal e C-terminal se
desviam mais da estrutura inicial na condicao &cida do que na neutra. A Figura 36 (C-F) mostra
que o comportamento das curvas de RMSD do fragmento inteiro (residuos 109-219) esta

intrinsecamente relacionado com a flexibilidade da regido N-terminal.
5.1.2.2 Numeros de residuos em estruturas secundarias

A Figura 37 mostra o numero de residuos de aminoacidos envolvidos com estruturas
secundarias especificas durante o tempo de simulacdo. Para o campo de forca GROMOS96
53a6 a pH neutro (Figura 37 A), o teor de a-hélices diminui de 47 para 41 residuos, enquanto
0 conteudo de folhas-p aumenta de 4 para 10 residuos. De fato, observa-se o alongamento C-
terminal de S1 e N-terminal de S2 entre 10 e 67 ns (Figura 22 E). Fitas-p adicionais também
sdo formadas nessas regides. O desenovelamento C-terminal de HB é evidenciado como uma
forte reducdo no contetdo de a-hélices apds 60 ns (Figura 22 E e Figura 37 A). Em pH acido
(Figura 37 B), observa-se uma redugdo no teor de a-hélices de 46 a 41 residuos e um
incremento na estrutura da folhas-p de 6 a 19 residuos. Além disso, o contetido de algas (coils)
diminuiu de 32 para 27 residuos, como evidéncia adicional do alongamento da folhas-p na
regido N-terminal (Figura 22 H e Figura 37 B). Ao final da simulacgdo, ambas as condigdes de
pH apresentam valores semelhantes de elementos de dobra (bend) e volta (turn):

aproximadamente cerca de 15 e 7 residuos, respectivamente (Figura 37 A e B).
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Numero de Residuos (aa)
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Figura 37: Nimero de residuos de aminoécidos por estrutura secundaria em fungdo do tempo de simulagéo

(obtido pelo programa DSSP). A) GROMOS96 53a6, pH neutro; B) GROMOS96 53a6, pH Aacido;

C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH &cido. Cada cor representa uma estrutura secundaria

especifica: preto = estrutura (soma de o-hélice, folhas-B, segmento-p e volta); vermelho = alga (coil); verde =

folhas-B; azul = segmento-pB; amarelo = dobra (bend); marrom = volta (turn); cinza = a-hélice; azul claro = 5-

hélice; roxo = 3-hélice.

Para o campo de forca AMBER99SB em pH neutro (Figura 37 C), observa-se
uma diminuig¢éo do teor de a-hélices de 45 para 38 residuos e um ligeiro aumento de folhas-f3

de 2 para 4 residuos. Em pH acido (Figura 37 D), observa-se uma diminuigdo de a-hélices de
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41 a 33 residuos e um concomitante aumento de folhas-f de 4 a 16 residuos. Para esse campo
de forca (Figura 37 C e D), a condicdo acida apresenta um numero significativamente menor
de residuos em dobra (bend) do que a condicdo neutra (7 versus 20 residuos). Essa discrepancia
esta intimamente relacionada com a regido N-terminal que, em condi¢do &acida, é rica em
folhas-p e em condigao neutra € rica em voltas (turns, Figura 23 B e F, respectivamente). Além
disso, a condicao acida apresenta maior numero de residuos de volta (turn, 16 versus 13) e de
3-hélices (6 contra 2) quando comparada a condicao neutra (Figura 37 C e D). O surgimento
de ambas dessas estruturas esta relacionado ao desenovelamento das a-hélices ao longo das

simulacdes em ambas as condicdes de pH.
5.1.2.3 Superficie de energia livre

A Figura 38 mostra a superficie de energia livre produzida, plotando a energia livre

(kJ/mol) versus o nimero de residuos de a-hélices e folhas-p.
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Figura 38: Superficie de energia livre: A) GROMOS96 53a6, pH neutro; B) GROMOS96 53a6, pH &cido;
C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH acido.

A projecdo bidimensional da superficie de energia livre pode ser encontrada no capitulo
de Apéndices, Figura A16. Para ambos os campos de forca, a condicdo acida ndo apenas
resultou em uma superficie de energia livre mais ampla que a neutra, mas também produziu

uma exploracdo mais ampla das regides de minimo de energia livre. Para o campo de forca
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GROMOS96 53a6, observa-se que a condi¢éo acida produz o mesmo valor para 0 minimo de
energia livre (12 kJ/mol) que a condi¢do neutra (Figura 38 A e B). Sdo encontradas duas regides
de minimo de energia livre na condi¢do neutra (Figura 38 A), mas apenas uma regido de
minimo de energia livre na condigdo &cida (Figura 38 B). Por outro lado, para o campo de forca
AMBER99SB, a condicdo acida exibiu uma diferenca menor em energia livre (10 kJ/mol;
Figura 38 D) do que a neutra (14 kJ/mol; Figura 38 C). Para este campo de forca, observa-se
uma regido de minimo de energia livre significativa em ambas as condic¢Ges de pH (Figura 38
C e D). Entretanto, sob condicéo &cida, a regido de minimo de energia livre € mais ampla que
a neutra (Figura 38). E interessante notar que, para ambos os campos de forca, a energia livre
minima relacionada a condicao neutra tem menor contetdo de folhas-B e maior contetido a-

helicoidal do que a condigdo acida.

5.1.2.4 Ligacdes de hidrogénio

A estrutura de partida obtida via RMN, PDB ID 2PRP*, possui duas ligacdes de
hidrogénio associadas a folha-f original: MET129(0O)-TYR163(H) e GLY131(H)-
VAL161(0). As Figuras 39 e 40 monitoram a distancia entre os atomos de oxigénio e
hidrogénio para os pares de aminoacidos MET129-TYR163 e GLY131-VAL161,
respectivamente, ao longo das simulagfes. Aqui assume-se que distancias de cerca de 2 A
correspondem a uma ligacéo de hidrogénio. Para o campo de forca GROMOS96 53a6 em pH
neutro, as ligacbes de hidrogénio originais, MET129(0)-TYR163(H) e GLY131(H)-
VAL161(0), bem como duas ligacdes de hidrogénio adicionais, MET129(H)-TYR163(0) e
GLY131(0)-VAL161(H), sdo observadas ao longo da simulacdo (Figura 39 A e Figura 40 A,
respectivamente). Em pH &cido, apenas as ligagdes de hidrogénio MET129(0)-TYR163(H),
GLY131(H)-VAL161(0) e MET129(H)-TYR163(O) séo observadas (Figura 39 B e Figura 40
B, respectivamente).

Para o campo de forca AMBER99SB em pH neutro, as liga¢des de hidrogénio originais,
MET129(0)-TYR163(H) e GLY131(H)-VAL161(0O), sdo mantidas durante toda a simulagéo.
A ligacéo de hidrogénio MET129(H)-TYR163(O) € observada somente apos 40 ns, enquanto
GLY131(0)-VAL161(H) é mantida apenas até 40 ns  (Figura 39 C e Figura 40 C,
respectivamente). Em pH 4&cido, as ligacbes de hidrogénio MET129(0)-TYR163(H) e
GLY131(H)-VAL161(0) sdo mantidas ao longo da simulacdo, enquanto MET129(H)-
TYR163(0) é observada apenas até 60 ns (Figura 39 D e Figura 40 D). Por outro lado,
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GLY131(0)-VAL161(H) excede a distancia de ligacdo de hidrogénio permitida (atingindo

valores em torno de 4,5 A) durante toda a simulacéo (Figura 40 D).
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Figura 39: Distancia entre os a&tomos de oxigénio e hidrogénio dos residuos de aminoacidos
MET129 e TYR163 ao longo do tempo de simulagio:
B) GROMOS96 53a6, pH &cido; C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH &cido.

A) GROMOS96 53a6, pH neutro;
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Figura 40: Distancia entre os atomos de oxigénio e hidrogénio dos residuos de aminoacidos
GLY131 e MET161 ao longo do tempo de simulagdo: A) GROMOS96 53a6, pH neutro;
B) GROMOS96 53a6, pH acido; C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH &cido.
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A Tabela 9 sintetiza as ligacGes de hidrogénio da cadeia principal envolvidas nos
contatos de folhas-p para os campos de forga GROMOS96 53a6 e AMBER99SB em pH neutro

e &cido para a estrutura tridimensional correspondente ao cluster mais populoso em cada

simulacéo.

Tabela 9: Ligacdes de hidrogénio da cadeia principal envolvendo contatos de folhas-p para os campos de
forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB em condicédo neutra e acida. As ligacdes de hidrogénio foram
avaliadas para a estrutura tridimensional (empregando o software PYMOL) correspondente ao cluster mais

populoso em cada simulagédo (incluindo todas as réplicas).

Simulagao Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5
GROMOS96 53a6 115-130 131-161 129-163 129-163 119-130
pH neutro 189-196 131-161 131-161 131-161 119-130
189-196 129-163 131-161 129-163
129-163 129-163 122-128 129-163
131-160 112-134 122-128 131-161
132-161 112-134 131-161
132-161 133-135
GROMOS96 53a6 122-128 122-128 133-161 129-163 *118-120
pH acido 122-128 122-128 131-133 129-163 *120-128
129-163 129-163 131-161 131-161 *128-130
*129-163 129-163 129-163 131-161 *130-118
*161-163 131-161 129-163 120-128*
*131-161 131-161 119-128 120-122*
*129-131 119-128 129-163
*%131-161 122-125 131-161
*%131-133 112-121 132-161
120-130 120-128*
118-132* 128-125*
130-132* 125-122*
122-120*
AMBER99SB 129- 163 129 - 163 129- 163 129-163 129- 163
pH neutro 129 - 163 131-161 129 - 163 129 - 163
131- 161 131- 161 131-161
131- 161
AMBER99SB 117-130 117-128 119-130 120-128 118-120
pH acido 120-128 119-126 119-130 118-130 118-121
120-128 119-122 121-127 118-130 118-121
122-126 129-163 121-128 131-161 131-161
122-126 131-161 129-163 132-161
122-125 131-161 131-161 132-161
129-163
131-161
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Para o campo de forca GROMOS96 53a6, o pH &cido mostra em media um maior
numero de liga¢des de hidrogénio do que o pH neutro. O mesmo comportamento é observado
para o campo de forca AMBER99SB. Além disso, as ligacGes de hidrogénio apresentadas na
Tabela 9 estdo de acordo com as indicadas nas Figura 39 e 40. E interessante notar que néo é
possivel encontrar um padrdo de ligacdes de hidrogénio especifico relacionado a formacéo de
folhas-p na regido N-terminal. Isso pode ser indicativo da necessidade de um fator adicional
(como a dimerizacdo) para estabilizar a estrutura do prion e seu padrdo de ligacBes de
hidrogénio.

5.1.2.5 Direcionalidade da cauda N-terminal

Para entender o movimento da cauda N-terminal, foi calculada a distancia entre o0 &tomo
de Ca do residuo MET109 e o &tomo de Co. N-terminal (ASN172) e C-terminal (THR193) da
a-hélice HB (Figura 41). Inicialmente, a cauda N-terminal é direcionada para o C-terminal da
HB. Para 0 GROMOS96 53a6 em pH neutro, a distancia MET109-ASN172 é mantida, mas a
distdncia MET109-THR193 é progressivamente aumentada até 3 nm ao longo da simulacg&o.
A cauda N-terminal estd a meio caminho entre as extremidades N e C-terminais de HB (Figura
41 A). Para AMBER99SB sob pH neutro, a distancia MET109-ASN172 é mantida em 3,7 nm,
enquanto que a distancia MET109-THR193 é mantida em 0,8 nm nos ultimos 20 ns de
simulagéo. Para este campo de forca sob pH neutro, a cauda N-terminal aponta para a C-
terminal de HB (Figura 41 C). Para ambos os campos de forca sob condicGes &cidas, as caudas
N-terminais apontam para a extremidade N-terminal da o-hélice HB: em ambos os casos, a
distancia MET109-ASN172 é mantida abaixo de 3 nm e MET109-THR193, superior a 3 nm
Figura 41 B e D). Este movimento da cauda N-terminal, em condicdo &cida, em dire¢do a

extremidade N-terminal da a -hélice HB favorece o alongamento da folha .
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Figura 41: Distancia entre os atomos de Ca do residuo MET109 e as extremidades N-terminal (ASN172,
curvas pretas) e C-terminal (THR193, curvas vermelhas) da a-hélice HB ao longo das simulagdes:
A) GROMOS96 53a6, pH neutro; B) GROMOS96 53a6, pH acido; C) AMBER99SB, pH neutro; D)
AMBER99SB, pH éacido.

5.1.2.6 Estruturas representativas das simulacoes

A Figura 42, a seguir, mostra as estruturas representativas das simulacdes para 0s
campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB:
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GROMOS96 53a6 AMBER99SB
Simulagao Neutro Acido Neutro Acido

0ns

100 ns

Cluster

mais f\ |

populoso

1!

Figura 42: Imagens das estruturas tridimensionais dos instantes de tempo correspondentes a 0 e 100 ns e do
cluster representativo de cada uma das simulagdes para os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB
(obtidas pelo software PYMOL)%.

A Figura 42 corrobora os resultados discutidos nas se¢Oes anteriores, mostrando que no
instante de tempo inicial (0 ns) as estruturas tridimensionais da proteina sdo similares a
estrutura do PDB (2PRP, Figura 18 B). Ao término das simulacdes (100 ns), é possivel perceber
a discrepancia entre as estruturas simuladas sob pH acido e neutro em ambos os campos de
forca, GROMOS96 53a6 e AMBER99SB. As estruturas em condi¢do neutra apresentam
nitidamente menor contetdo de folhas-p na regido N-terminal do que as estruturas em condicéo
acida. A mesma conclusdo pode ser tirada observando-se as estruturas representativas dos
clusteres mais populosos em cada simulacdo. Além disso, as estruturas dos clusteres também

indicam uma boa manutengao de a-hélices em condicdo neutra.
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5.1.3 Discussao Parcial

Os seis campos de forca analisados mostraram diferentes propensées de contetudo de
estruturas secundarias. O uso de velocidades iniciais distintas levou as réplicas a seguir
caminhos diferentes. Conforme indicado anteriormente por outro estudo®, encontramos
diferencas no balancgo de hélices e conformacdes estendidas associadas a cada campo de forca.
Isto estad possivelmente relacionado a diferenca na rugosidade do perfil de energia dos campos
de forca. No que diz respeito ao campo de forca OPLS-AA/L, nossas simulacOes revelaram
uma alta propensédo a formar estrutura secundaria tipo bend (dobra) ao invées de folhas-f na
regido N-terminal, especialmente sob pH acido (Apéndice Al4). Esse achado esta de acordo
com a falha observada neste campo de forca para capturar a formacdo de g-hairpin em
peptideos humanos Nrf2, que apresentaram-se enriquecidos com conformacgdes de bend
(dobra).®® Matthes e colaboradores mostraram que o campo de forca OPLS-AA/L tem uma
forte dependéncia das condicdes iniciais devido a uma amostragem conformacional mais lenta,
0 que € corroborado pelos nossos resultados.®? Por outro lado, o campo de forca CHARMM27
superestima o contetdo a-helicoidal em nossas simulagdes sob pH neutro e &cido (Apéndice
A15 e Figura 23) e, que também esta de acordo com a literatura.%2%%% Um estudo prévio
mostrou a formagéo de estruturas a-helicoidais em vez g-hairpin em peptideos humanos Nrf2.%
E interessante notar que a quarta o-hélice na regido N-terminal ja estava prevista em um estudo
tedrico de Huang e colaboradores.'?* Apesar disso, dados estruturais (de RMN e cristalografia
de raios X) para PrP nio suportam este achado teorico.8:°1-%

Além disso, as simulagdes com os campos de forca GROMOS96 43al e AMBER99SB-
ILDN sdo incapazes de distinguir diferentes condicdes de pH, ao passo que 0s campos de forca
GROMOS96 53a6 e AMBER99SB produzem um aumento significativo de folhas-p sob pH
acido e mantém satisfatoriamente a estrutura experimental em pH neutro (Figuras 22, 23 e 36).
Trabalho anterior de Lindorff-Larsen e colaboradores mostrou que AMBER99SB-ILDN
desestabiliza as hélices de um peptideo de 15 residuos.®® Eles também demonstraram que
AMBER99SB*-ILDN resulta em um melhor equilibrio de hélice-coil do que AMBER99SB-
ILDN para 0 mesmo sistema peptidico.®® Lin e colaboradores'? apontaram diferencas nas duas
parametrizacdes GROMOSO96 relativas a estabilizacdo dos estados a-helicoidais. Na verdade,
eles mostraram que os estados a-helicoidais na parametrizagéo 43al sdo aproximadamente 15
kJ/mol mais estaveis que no conjunto de pardmetros 53a6.1%2 No presente trabalho, os
resultados para esses dois conjuntos de parametrizacdo correspondem a essas observagdes. Em

nossas simulagcdes com GROMOS96 43al, observamos a substituicdo de algumas a-hélices
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por 5-hélices (precursoras de n-hélices, Apéndice A12 A, D e I), o que esta de acordo com a
literatura.®®

Em um estudo comparativo da propenséo de estrutura secundaria de diferentes campos
de forga, Matthes e colaboradores obtiveram GROMOS96 53a6 como o campo de forga que
forma mais abundantemente folhas-p.%2 Cino e colaboradores descobriram que o peptideo Neh2
simulado com GROMOS96 53a6 continuou a se dobrar em conformagdo em [-hairpin e
permaneceu estdvel mesmo para temperaturas mais elevadas.®® Eles também mostraram
formac&o de B-hairpin de peptideos com campo de forca AMBER99SB.% Nossas simulagdes
aplicadas a proteina de prion celular estdo de acordo com essas descobertas. Além disso,
trabalhos anteriores apontaram que o campo de forca AMBER99SB tende a subestimar o
contetido a-helicoidal de peptideos helicoidais®?, o que é confirmado por nossos resultados.

A partir de nossas simulagdes, claramente podemos identificar os campos de forca
GROMOS96 53a6 e AMBER99SB como os mais adequados. O maior contetdo de folhas-3
foi encontrado nas simulacdes com o campo de forca GROMOS96 53a6, enquanto que
AMBER99SB produz o maior grau de ruptura a-helicoidal sob pH &cido (Figuras 22 e 23). E
interessante notar que, para ambos os campos de forca, o alongamento da folhas-p parece ser
guiado pelo movimento da cauda N-terminal para a extremidade N-terminal da a-hélice HB
em condicdes acidas (Figura 35). A mesma observacdo ja foi apresentada por Langella e
colaboradores®™® em um estudo com a proteina do prion celular humana simulada sob pH
ligeiramente acido com o campo de forca GROMOS87.

Vaérias propriedades distintas foram calculadas a partir de nossas simula¢6es. Todos 0s
campos de forca fornecem RMSD maiores em condi¢des acidas do que em pH neutro (Tabela
8 e Figura 21), de acordo com dados ja publicados.®>*>1676 Além disso, observamos que o
RMSD para a regido N-terminal excede os RMSDs de toda a sequéncia proteica e do dominio
C-terminal (Tabela 8). Além disso, os RMSFs sdo maiores no dominio N-terminal, pelo menos
para os campos de forca GROMOS96 53a6, AMBER99SB, OPLS-AA/L e CHARMM27
(Figura 29 A, B, E e F, respectivamente). Em simulagdes com o campo de forca GROMOS96
53a6, a a-hélice no dominio N-terminal é substituida por uma bend (dobra, Figura A10 A-J,
em Apéndices). Além disso, os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB alongam
a folha-p na regido N-terminal (Figura A10 F-H, J, em Apéndices, e Figura A11 F, H-J). Esses
achados estdo de acordo com outros estudos de DM.*>® Experimentalmente, foi demonstrado
que a o-hélice HB esta envolvida na transicdo conformacional?1% e o dominio N-terminal
(residuos 90-124) é apontado como uma regido extremamente importante para a conversdo do

PrPC em PrPSc.12126—129
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Outra descoberta importante de nossos estudos de DM esta relacionada com as ligacoes
de hidrogénio N-terminal originais, Met129(0)-Tyr163(H) (Figura 33) e Gly131(H)-
Val161(0) (Figura 34), que sdo mantidas em ambas as condi¢Ges de pH para os campos de
forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB. No entanto, as ligages de hidrogénio subjacentes,
Met129(H)-Tyr163(0) (Figura 33) e Gly131(0)-Val161(H) (Figura 34), ndo sdo mantidas em
todas as simulacdes. Além disso, achamos que essas ligagdes de hidrogénio ndo estdo presentes
nos clusters mais populosos das réplicas de DM para os campos de forca GROMOS96 53a6 e
AMBER99SB em condicdes &cidas e neutras (Tabela 9). Borgohain e colaboradores ja haviam
mostrado que o alongamento da folhas-p ndo é acompanhado pela formagao de novas ligacoes
de hidrogénio.®® Vale ressaltar que nio pudemos encontrar um padrdo de ligagbes de
hidrogénio intramoleculares associadas as estruturas representativas dos clusteres mais
populosos em cada simulacdo. Esta poderia ser uma prova da necessidade de um fator adicional
(como a dimerizacéo) para estabilizar ainda mais a estrutura proteica e seu padrdo de ligacGes
de hidrogénio.

Quanto a diferenca nos perfis de energia livre (Figura 32), ndo fomos capazes de
detectar diferencas significativas de energia livre para os dois estados de pH para o campo de
forca GROMOS96 53a6. Por outro lado, as simula¢es com o campo de forca AMBER99SB
produziram uma energia livre maior para a condi¢do de pH neutro, de acordo com dados
calorimétricos para huPrP90-231.13

Os campos de forca empregados nesse trabalho foram otimizados para sistemas
bioldgicos. No entanto, devido a falta de dados experimentais quantitativos para a estrutura
patoldgica dos prions, é possivel somente delinear conclusdes qualitativas sobre a performance
dos campos de forca. Além disso, as mudancgas conformacionais observadas representam um
passo importante na compreensdo da conversao estrutural da proteina prion celular. Os campos
de forca mais recentes (tais como AMBER14SB!*?, CHARMM36!* e GROMOS96 54a6'%%)
ainda ndo foram empregados no contexto de prions, mas serdo investigados no futuro como
continuacéo do presente trabalho. Além do mais, no presente trabalho foram utilizados somente
os modelos de agua recomendados para cada campo de forca. Smith e colaboradores®
avaliaram a influéncia de diferentes modelos de &gua, para diferentes campos de forca, para o
pequeno peptideo AP21-30. NO entanto, para compreender essa questdo para o caso do prion
seriam necessarias exaustivas simulagdes que estdo fora do escopo do presente trabalho, mas

que serdo realizadas no futuro.
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5.2 Retorno ao pH neutro

Do estudo de influéncia de campos de forga, conclui-se que os campos de forca
GROMOS96 53a6 e AMBER99SB foram os unicos que resultaram em acréscimo no conteido
de folhas-p sob pH acido. Baseado no alto conteudo de folhas-B, as estruturas finais das
simulacgdes correspondentes as réplicas F e H (Figura 22 e Figura 23) para esses campos de
forca sob pH acido foram, entdo, utilizadas como ponto de partida para novas simulacfes de
DM em pH neutro (pH 7.4). Essa situacdo seria o correspondente celular de a proteina dentro
do compartimento endossomal (submetida a pH acido) retornar a superficie externa celular
(onde estaria submetida novamente a pH neutro; Figura 43). Com isso, pretende-se avaliar a

estabilidade estrutural do modelo gerado de PrP*¢ frente ao seu retorno ao pH neutro.

N-terminal /rf 'w

[
-— C-terminal PrP
membrana
plasmatica

N

ancora GPI

endocitose 4

conversao ‘
estrutural '

endossoma endossoma

Figure 43: Ciclagem constitutiva da proteina prion celular passando por diferentes condigdes de pH.™
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5.2.1 Estabilidade das simulacdes e analises de componentes principais

Nas proximas secoes, as simulagdes em pH neutro iniciadas a partir das estruturas finais
das simulages selecionadas em pH acido, réplicas F e H, serdo denominadas de estrutura 1 e
estrutura 2, respectivamente. A partir de cada uma dessas estruturas foram realizadas cinco
réplicas de simulacdo (com diferentes velocidades iniciais) em pH neutro (7,4). Totalizando,
dessa forma, 20 simulagdes de retorno ao pH neutro de 100 ns cada.

Da andlise conjunta da Tabela 10 e da Figura 44, é possivel observar que, para ambos 0s
campos de forca, a estrutura 2 apresentou menores valores de RMSD do que a estrutura 1.
Ainda, os maiores valores de média e desvio padrdo de RMSD foram observados para a
estrutura 1 simulada com o campo de forca AMBER99SB (Tabela 10).

RMSD (nm)

[ 1 L I T
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0,4 0.4
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%
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Figura 44: RMSD de C,, para o fragmento proteico inteiro (109-219), ao longo do tempo de simulagéo:
A) GROMOS96 53a6, estrutura 1; B) GROMOS96 53a6, estrutura 2; C) AMBER99SB, estrutura 1; D)

AMBER99SB, estrutura 2. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1; vermelho = réplica

2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.
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Tabela 10: Média e desvio padrdo de RMSD de Ca. entre as cinco réplicas para cada um dos

campos de forca entre 90 e 100 ns de simulacéo.

Simulagao TOTAL N-terminal C-terminal
GROMOS53a6_estrutura_1 0.45+0.05 0.44+0.11 0.38 +0.07
GROMOS53a6_estrutura_2 0.27 £ 0.04 0.19+0.05 0.28 £0.04

AMBERSB_estrutura_1 0.54+0.10 0.53+0.11 0.39+0.09
AMBERSB_estrutura_2 0.33+0.05 0.38 £ 0.07 0.26 £ 0.04

As contribuicdes de RMSD de Co das regides N-terminal (residuos 109-143) e C-
terminal (residuos 144-219) estdo apresentadas nas Figuras dos Apéndices 17 e 18. Analisando
essas figuras em conjunto com a Tabela 10, observa-se que a regido N-terminal apresentou
maiores média e desvio padrdo de RMSD do que a regido C-terminal para as estruturas 1 e 2
do campo de forca AMBER99SB e para a estrutura 1 do campo de forca GROMOS96 53a6.
Situacdo inversa é observada para a estrutura 2 do campo de forca GROMOS96 53a6. E
interessante ressaltar que os valores de RMSD total de ambas as estruturas em ambos 0s
campos de forca ficaram inferiores as meédias obtidas para os mesmos campos de for¢a no
capitulo anterior, tanto sob pH &cido como sob pH neutro.

A Figura 45, a seguir, apresenta a analise de componentes principais para cada uma das

réplicas das simula¢fes com cada campo de forca.
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Figura 45: Analise de componentes principais. Projecéo sobre os dois primeiros componentes: A-E) GROMOS95
53a6, estrutura 1; F-J) GROMOS95 53a6, estrutura 2; K-O) AMBER99SB, estrutura 1; P-T) AMBER99SB,

estrutura 2.

Da Figura 45, observa-se que, para ambos os campos de forca, as réplicas com a

estrutura 1 exploraram mais o espaco conformacional do que as réplicas com a estrutura 2. Essa

observacdo concorda com os maiores valores de RMSD apresentados pelas réplicas da

estrutura 1 (Tabela 10 e Figura 44). Ressalta-se ainda que as réplicas da estrutura 2 exploraram

regides muito similares do espacgo conformacional em ambos os campos de forga.
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5.2.2 Evolucéo de estruturas secundarias

As Figuras 46 e 47 apresentam a evolucdo de estruturas secundarias dos residuos de

aminoacidos (obtidas pelo software DSSP).
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Figura 46: Estrutura secundaria de residuos de aminoéacidos durante a

simulacéo, obtidos pelo programa DSSP, para o campo de forca GROMOS96 53a6: A) — E) réplicas da
estrutura 1 em pH neutro; F) - J) réplicas da estrutura 2 em pH neutro. Cada cor representa uma estrutura
secundaria especifica: branco = al¢a; vermelho = folhas-p; preto = segmento B; verde = dobra; amarelo = volta;

azul = a-hélice; roxo = 5-hélice; e cinza = 3-hélice.

Avaliando a Figura 46, observa-se que para o campo de forca GROMOS96 53a6 a a-
hélice HA € parcialmente desestruturada para as réplicas da estrutura 1 (Figura 46 A, B, C e
E, principalmente), enquanto que para as réplicas da estrutura 2 ela encontra-se mais
conservada (Figura 46 F-J). A regido C-terminal da a-hélice HB (residuos 185-190) é
parcialmente desestruturada, formando 5-hélices em quatros das réplicas da estrutura 1 (Figura

46 B-E). N&o é observada a formacéao de 5-hélices para as réplicas da estrutura 2 (Figura 46 F-
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J). A estrutura bend entre as a-hélices HB e HC ¢ parcialmente mantida nas réplicas das
estruturas 1 e 2 (Figura 46). A a-hélice HC é bem conservada nas réplicas da estrutura 1 (Figura
46 A-E), mas para as réplicas da estrutura 2 ocorre uma desestruturacdo C-terminal (residuos
215-217; Figura 46 F-J). Analisando a regido N-terminal, observa-se que as réplicas da
estrutura 2 apresentam um maior contetdo de folhas-B do que as réplicas da estrutura 1 (Figura
46 A-E; F-J).
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Residuo ==
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Residuo
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Figura 47: Estrutura secundaria de residuos de aminoacidos durante a
simulacgdo, obtidos pelo programa DSSP, para o campo de forca AMBER99SB: A) —E) réplicas da estrutura
1 em pH neutro; F) - J) réplicas da estrutura 2 em pH neutro. Cada cor representa uma estrutura secundaria
especifica: branco = alga; vermelho = folhas-B; preto = segmento fB; verde = dobra; amarelo = volta; azul = a-

hélice; roxo = 5-hélice; e cinza = 3-hélice.

Para o campo de forca AMBER99SB, observa-se que a a-hélice HA € desestruturada
em trés das réplicas da estrutura 1 (Figura B, C e E) e em quatros das réplicas da estrutura 2
(Figura 47 G-J). A regido C-terminal de HB também apresenta-se parcialmente desestruturada
em trés réplicas de ambas estruturas (Figura 47 A, C, E, F, G e H), assim como a regido N-
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terminal de HC (Figura 47 A-E; F-1). E interessante notar que as trés a-hélices encontram-se
parcialmente desestruturadas em turns. Em relacdo ao contetdo de folhas-p na regido N-
terminal, duas das réplicas da estrutura 1 (Figura 47 A e E) e duas da estrutura 2 (Figura 47 G

e 1) mantiveram o contetido ao longo da simulagéo.
5.2.3 NuUmero de residuos em estruturas secundarias

A Figura 48 apresenta o conteudo médio de a-hélices e de folhas-p nos ultimos 10 ns
de simulacdo. Avaliando a Figura 48 A, observa-se que para o campo de forca GROMOS96
53a6 a estrutura 2 reteve o conteldo a-helicoidal mais do que a estrutura 1 (38 versus 35
residuos). Para o campo de forca AMBER99SB (Figura 48 A) ocorreu a situacdo inversa (37
versus 42 residuos, para as estruturas 2 e 1, respectivamente). Para o campo de forca
GROMOS96 53a6, a estrutura 2 apresentou um conteudo médio de folhas-f maior que a
estrutura 1 (16 versus 13 residuos; Figura 48 B). Para o campo de forca AMBER99SB, as
estruturas 1 e 2 tiveram o mesmo valor médio (11 residuos; Figura 48 B), mas a estrutura 2
apresentou um desvio padrdo significativamente maior (5 versus 2; Figura 2A). Assim, 0
campo de forca GROMOS96 53a6 foi 0 que obteve o melhor desempenho: permitiu maior

desestruturacdo a-helicoidal e, a0 mesmo tempo, manteve maior contetdo de folhas-.

A B

Média Desvio Padrdo Média Desvio Padrao

a5 3 ’ 18 1 ’

w 3 ’ - | . N 3 ’

35 14 5
2

30 12
25 10
a2
20 35 38 37 . 16
13

15 6 11 11
10 a

5 J B i ) 2 il limw i i

9 0
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Figura 48: Média e desvio padrio do nimero de residuos em: A) a-hélice; B) folhas-g.
5.2.4 LigacGes de hidrogénio

A Tabela 11 resume os valores de média e desvio padrdo das ligacGes de hidrogénio
intermoleculares proteina-solvente e intramoleculares proteina-proteina para simulacfes
antigas (médias entre as cinco réplicas das simulacGes, do capitulo 7, para pH neutro e acido
para 0s campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB designadas aqui de G53 pH?7,
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G53 _pH3, SB_pH7 e SB_pH3) e as novas simulacdes de retorno ao pH neutro (designadas na
Tabela 11 como G53 pH7 estrl, G53 pH7 estr2, SB _pH7 estrl e SB_pH7_estr2).
Analisando esta tabela, observa-se que o nimero de ligagdes de hidrogénio intermoleculares
aumentou na passagem do pH &cido para o neutro. Os valores médios apresentados pelos dois
campos de forca foram, no entanto, menores do que os valores apresentados nas simulacdes
antigas em pH neutro (para o campo de forca GROMOS96 53a6 sob pH neutro, 252; para o
campo de forca AMBER99SB sob pH neutro, 275). Deste resultado, compreende-se que do
retorno do pH acido para o pH neutro obtém-se uma estrutura proteica distinta, possivelmente
intermedidria, entre as duas condig¢des originais de pH (neutro e acido).

Analisando as ligacdes de hidrogénio proteina-proteina intramoleculares da cadeia
principal para todo o fragmento (residuos 109-219) e para o fragmento N-terminal (residuos
109-143), novamente observa-se que os valores médios de ligacdes foram diferentes dos
apresentados pelas simulagBes anteriores sob condicdes neutra e &cida. E interessante notar que
ambos os campos de forca obtiveram valores similares, em torno de 44 ligacdes de hidrogénio
intramoleculares para o fragmento inteiro (109-219). Esse resultado ¢ um indicativo de que o
retorno ao pH neutro parece estabilizar as estruturas simuladas. Além disso, 0 nimero de
ligacGes de hidrogénio na regido N-terminal foi maior que o obtido nas simula¢cfes anteriores
em condic¢do neutra. Isso implica que a transicdo do estado &cido para o neutro parece ter gerado
uma nova estrutura intermediaria entre as duas condic¢Ges de pH estudadas. De fato, as ligacfes
de hidrogénio envolvidas na estrutura da folhas-p parecem ser estabilizadas na regido N-

terminal.
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Tabela 11: Média e desvio padrédo do nimero de ligacGes de hidrogénio.

Fragmento Fragmento Fragmento
109-219 109-219 109-143 (N-terminal)
LH Intermolecular LH Intramolecular LH Intramolecular
Simulag@es Originais
G53_pH7 252 +£12 41+2 4+1
G53_pH3 213 +7 46+ 3 7+
SB_pH7 275+ 10 39+3 4+
SB_pH3 251+8 41+2 5+0
Novas SimulacGes
G53_pH7_estrl 244 +5 44 +3
G53_pH7_estr2 2397 45+1
SB_pH7_estrl 2713 43 +2 +
SB_pH7_estr2 2726 44 +2 61

5.2.5 Flexibilidade de residuos de aminoacidos

As Figuras 49 e 50 mostram 0 RMSF dos atomos de Ca a cada 20 ns de simulagio
(Figura 49 AE, Fig. 50 AE) e para todo o intervalo de tempo do tempo de simulagéo, 0-100 ns
(Figura 49 F, Figura 50 F). Para o campo de forcas GROMOS96 53a6, as curvas medias
(obtidas entre as cinco réplicas de simulacdo) das estruturas 1 e 2 apresentam flexibilidades
semelhantes. Além disso, este campo de forca apresenta um pico (em torno do residuo 193) de
flexibilidade de 0,45 nm. Este pico esté4 associado a desestruturacdo C-terminal da a-hélice HB
em inGmeras replicacdes de simulacio (Figura 46). E interessante notar que o retorno ao pH
neutro levou a uma diminuicdo da flexibilidade N-terminal em comparacdo com as simulac6es
anteriores sob pH &cido. Isso parece estar associado com a manutencédo das folhas-p na regido

N-terminal.
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Figura 49: RMSF de Ca para o campo de forca GROMOS96 53a6 para intervalos de tempo especificos: a)
0al0ns; b)20a40ns; c) 40 a 60 ns; d) 60 a 80 ns; ) 80 a 100 ns; f) 0 a 100 ns. As cores das curvas

correspondem a média entre as cinco réplicas das estruturas: preto = estrutura 1; vermelho = estrutura 2.

Para o campo de forca AMBER99SB, existe uma maior flexibilidade na regido N-
terminal (entre os residuos 109-140) em comparacdo com o campo de forca do campo
GROMOS96 53a6. Além disso, um pico (em torno do residuo 193) de flexibilidade de 0,45
nm (Fig. 4F) também foi observado, possivelmente associado com a desestruturacdo da regido
C-terminal da o-hélice HB (Fig. 4 B, D, F). Para ambos os campos de forca, a media das
réplicas da estrutura 1 apresentaram em todos os intervalos de tempo maior flexibilidade do
que a das respectivas replicas da estrutura 2 (Figura 49 e Figura 50). Esse resultado esta de

acordo com os maiores valores de RMSD demonstrados por essas estruturas.
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Figura 50: RMSF de Ca para o campo de forca AMBER99SB para intervalos de tempo especificos: a) 0 a
10 ns; b) 20a 40 ns; c¢) 40 a 60 ns; d) 60 a 80 ns; €) 80 a 100 ns; f) 0 a 100 ns. As cores das curvas correspondem
a média entre as cinco réplicas das estruturas: preto = estrutura 1; vermelho = estrutura 2.

5.2.6 Direcionalidade da Cauda N-terminal

A Figura 51 mostra a distdncia entre o aminoadcido N-terminal, MET109, e o0s
aminoacidos C-terminal (THR193) e N-terminal (ASN172) da a-hélice HB. A partir da Figura
51, observamos que a distancia MET109-ASN172 é mantida abaixo de 3 nm, enquanto a
distancia MET109-THR193 é mantida acima de 3 nm para réplicas das estruturas 1 e 2 em
ambos os campos de forca. Isso significa que a passagem do pH &cido para o neutro néo altera
a direcionalidade da cauda N-terminal. Portanto, com o retorno ao pH neutro a cauda N-

terminal continua direcionada para a N-terminal da a-hélice HB.
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Figura 51: Distancia entre os atomos de Ca do residuo MET109 e as extremidades N-terminal (ASN172):
A) GROMOS96 53a6, estrutura 1; B) GROMOS96 53a6, estrutura 2; C) AMBER99SB, estrutura 1; D)
AMBER99SB, estrutura 2; e C-terminal (THR193) da a-hélice HB ao longo das simulag¢des: E) GROMOS96
53a6, estrutura 1; F) GROMOS96 53a6, estrutura 2; G) AMBER99SB, estrutura 1; H) AMBER99SB, estrutura
2. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1; vermelho = réplica 2; verde = réplica 3; azul

= réplica 4; amarelo = réplica 5.
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5.2.7 Discussao Parcial

No presente capitulo, tem-se o intuito de investigar o retorno ao pH neutro e o possivel
mecanismo de reversibilidade de PrP>¢ a PrPC. Para tanto, as estruturas finais das simulagtes
sob pH &cido, Se¢do 5.1.2, para os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB
foram usadas como ponto de partida para novas simulacdes de DM sob pH neutro.

Com base nos resultados de RMSD de Ca (Figura 44 e Tabela 10) ¢ possivel observar
um efeito estabilizante sobre a estrutura global da proteina propiciada pelo seu retorno ao pH
neutro. Essa observagdo concorda com o trabalho de Vila-Vigosa e colaboradores.!® Os
resultados das analises de PCA (Figura 45) e de RMSF (Figuras 49 e 50) corroboram o efeito
estabilizante sobre a estrutura proteica, enfatizando-se a estabilizacdo da cauda N-terminal
cuja flexibilidade é diminuida no retorno ao pH neutro (Figuras 49 e 50).

A partir dos resultados de analises de estrutura secundaria (Figuras 46, 47 e 48) ndo é
possivel observar reversibilidade conformacional. Pelo contrario, tem-se a manutencdo de
folhas-B na regidao N-terminal da proteina. Esse resultado concorda com a literatura.’®® Em
relacdo a direcionalidade da cauda N-terminal (Figura 51), essa se mantém como
anteriormente observada em pH acido, ou seja: a cauda N-terminal continua apontando para
a extremidade N-terminal da a-hélice HB. Esse resultado em conjunto com as analises de
estrutura secundaria (Figuras 46, 47 e 48) aponta para a ndo reversibilidade de PrP=c,

As analises de ligacdes de hidrogénio (Tabela 11) apontam que o retorno ao pH neutro
produz uma estrutura intermediaria entre as duas condi¢cdes de pH (neutro e é&cido)
originalmente simuladas (Se¢do 5.1.2). Isso pode ser um indicio de que a estrutura esteja
retornando a sua conformacao original sob pH neutro. Embora esse ultimo resultado seja
indicio de uma plausivel reversibilidade, os demais resultados apontam para a ndo
reversibilidade de estrutura.

Jackson e colaboradores apontam que uma vez que a ligacdo dissulfeto é reduzida, é
possivel observar a reversibilidade por dicroismo circular.*®® Jenkins e colaboradores
mostram que € possivel reverter PrPS¢ a PrP¢ por meio de altas concentracdes de GndHCI.*¥’
Ainda, Hornemann e colaboradores mostram que os residuos C-terminais (121-231) de PrP
de ratos atuam como unidade de dobramento autbnoma que sofre um processo de
dobramento/redobramento cooperativo e reversivel.13 No entanto, esse redobramento leva a
uma molécula indistinguivel da proteina recombinante nativa, ndo apresentando a primeira

o-hélice da estrutura.®813® Por outro lado, trabalhos experimentais na literatural®4!
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enfatizam que estruturas convertidas sob pH muito acido ndo sdo suscetiveis de
reversibilidade. Esse parece ser justamente o caso de nossas simulacbes. Além disso,
considerando-se que um equilibrio conecte as isoformas PrP¢ e PrP*¢ é natural que haja um

percentual de estruturas na forma de PrP¢, conforme observado por nossas simulages.
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Da avaliagdo geral de todos os campos de forga, observa-se maiores valores de desvio
padrdo de RMSD (Secdo 5.1.1.1) para a regido N-terminal do que para a regido C-terminal.
Esse resultado reforca que a variabilidade da regido N-terminal tem maior contribuicdo para a
variabilidade observada entre as réplicas das simulacfes. Das analises de componentes
principais (Se¢do 5.2.1), observa-se que as réplicas acidas exploram mais amplamente o espaco
conformacional do que as réplicas neutras. A discrepancia entre as réplicas de DM indicam
uma leve, porém importante diferenca na exploracdo do espaco conformacional. Esses
resultados, mais uma vez, corroboram a necessidade de se realizar multiplas simulacdes de DM
para estabelecer a correta distin¢do entre as condi¢des neutra e acida no estudo da conversao
conformacional da proteina prion celular.

Ainda de acordo com as andlises coletivas (Secdo 5.1.1), conclui-se que o campo de
forga OPLS-AA subestima o contetido de a-hélices, enquanto o campo de forca CHARMM27
0 superestima. Consequentemente, esses campos de forga ndo parecem a melhor opcéo para
estudar a conversdo da proteina prion celular. Por outro lado, os campos de forca GROMOS96
43al e AMBER99SB-ILDN néo permitem uma distingcdo significativa entre as condi¢des de
pH. J& os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB apresentam 0s maiores
acrescimos no conteudo de folhas-B, assim como o maior nimero de ligagfes de hidrogénio
intramoleculares na cadeia principal do dominio N-terminal sob pH &cido. Além disso, esses
campos de forca reproduzem de forma satisfatoria a condi¢do neutra. Portanto, selecionou-se
uma das cinco réplicas em ambas as condi¢des de pH como as simulacGes mais representativas
para cada um desses campos de forca.

Analisando as réplicas para os campos de forca GROMOS96 53a6 e AMBER99SB
(Secdo 5.1.2), observa-se que o primeiro campo de forca permite, em condi¢do acida, um
aumento mais acentuado de folhas-p na regiao N-terminal do que o segundo. O campo de forga
GROMOS96 53a6 apresenta ainda um maior nimero de ligagdes de hidrogénio promovendo a
manuten¢do do nicleo de folhas-p na regido N-terminal, em ambas as condi¢des de pH, do
que o campo de forca AMBER99SB. Dessa forma, conclui-se que GROMOS96 53a6 parece
ser o campo de forca mais promissor para investigar a influéncia do pH no processo de
conversao estrutural da proteina prion celular. Além do mais, é de extrema importancia
ressaltar que essas conclusdes s6 podem ser obtidas a partir de um grande conjunto de réplicas

de simulacdo.
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A partir dos resultados da Secédo 5.2, observa-se a ndo reversibilidade da proteina em
seu retorno ao pH neutro. Esse resultado concorda com o trabalho de Bjorndahl e
colaboradores!®®, no qual ndo é observada reversibilidade de estruturas convertidas sob pH
muito &cido. E possivel que sob valores de pH intermediarios seja observada a reversibilidade
da estrutura de PrPS¢, Além disso, considerando-se que um equilibrio conecte as isoformas
PrP® e PrP*¢ é natural que haja um percentual de estruturas na forma de PrP%¢, conforme

observado por nossas simulagdes.
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade do presente trabalho, pretende-se realizar novas simulagfes com
campos de forca mais atuais, entre eles GROMOS96 54A6'%*, AMBER14SB!*? e
CHARMM2736%%3. Além disso, pretende-se investigar a influéncia dos modelos de agua (SPC,
TIP3P e TIP4P) sobre o contetdo de estrutura secundaria dos campos de forca ja estudados.
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Anexo Al: Funcao de energia do campo de forca AMBER:

O potencial total, V(r), para o campo de forca AMBER99 é descrito pela soma dos potenciais ligado e
nao-ligado, apresentados, respectivamente, nas Equacdes (1) e (2) a seguir:?+223

No 5

Ny Ng
1 1
Vig = 5 ) Ken (= Ton)? + 5 ) Kon O = 800)” + Y > Ky [cos(@ —mI" (1)
n=1 n=1 i=1 n=1

1
N-1 N 6uq
i)
} + Z XCoulij m 2)

ijy 12 i\ 6

N i
ij ro ro
Vhao-lig = 4oyl =) — | —
el L Lj L
i=1 j=1

Sendo: N é 0 nimero total de diedros proprios, Kni é a altura da barreira torcional do i-ésimo angulo
diedral; @i é o i-ésimo diedro proprio; acey;ij € aiy;; sdo nulos para interagdes 1-2 e 1-3, para
interacBes 1-4 assumem, respectivamente, valores padrdo de 0,5 e 0,8333 e, por fim, assumem valor
unitario para as demais interacdes.

O primeiro e o segundo termo em (1) sdo potenciais harmoénicos, enquanto o terceiro termo é
um potencial de Rieckaert-Bellemans. O primeiro termo em (2) é um potencial de Lennard-Jones e 0
segundo termo é um potencial de Coulomb
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Anexo A2: Funcao de energia do campo de forca OPLS:

A expressdo para a funcdo potencial total para o campo de forca OPLS-AA (do inglés,
Optimized Parameters for Liquid State Simulations All-Atom) é a soma dos potenciais ndo-ligado (Vnao-
ligado), e estiramento de ligacdo (V,), de angulo de ligacédo (Vo) e de tor¢do (Viorcional). O potencial ndo-
ligado representa a soma das contribuicdes dos potenciais de Coulomb e de Lennard-Jones tanto para
as interacGes inter como intramoleculares, conforme a equacdo a seguir:

Ny Ng
Vlig = Z Kpp (ry — r'On)z + Z Kon (8, — eOn)2 + Viiedral €Y)
n=1 n=1
vi Vi Vi
Vdiedral = z 7 [1+ cos(9y)] + [1— cos(20)] + 2—[1 + cos(39y)] (2)
i
N-1 N ij 12 ij 6 N-1 N 1 @9
r r . .
Vnéo—ligado = Waw + Veou = z 4'Eij <I‘_0) - (r_0> fij + Z 24‘[{8 <%> 3
i=1 j=1 ) 1 i=1 j=1 0 1)

Sendo: o coeficiente fij igual a zero, para pares i-j conectados por uma ligagéo (interagdes 1-2) ou por
um angulo de ligacéo (interacfes 1-3). f;; = 0,5 para intera¢es 1-4 (atomos separados por 3 ligacdes) e
fij = 1,0 para todos os outros casos.®®

O primeiro e o segundo termo em (1) sdo potenciais harménicos. O potencial de diedros em (2)
é um potencial trigonométrico cossenoidal com a altura da barreira torcional do i-ésimo angulo diedral
V (V4{, V7' e V3'). Na Equacdo (3), o primeiro termo é representado por um potencial de Lennard-Jones
e 0 segundo, por um potencial de Coulomb.
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Anexo A3: Funcao de energia do campo de forca CHARMM:

UR) = Z Kp(b — bp)* + ZKUB(S - S)% + Z Ko(® — 80)®>  + Vdiedral

ligagdo UB angulo
+ VL] + VCoulomb (1)

1
Vdiedral = Z Kimp (@ — @¢)* + Z K, [1+ cos(ny — 8)] (2)

impréprio diedral

ij 12

Rmin
Vij + Veoulomb = Znﬁo—ligado € [( )

rij

Rl \® Qg
— [ —min + 2 3
(rij ) ] €1Tij ( )

Onde: Ku, Kug, Ko, K, e Kimp S80 as constantes de forca de ligacdo, Urey-Bradley, angular, diedral,
diedral improprio, respectivamente. b, S, 0, % ¢ ¢ sdo o comprimento de ligagao, a distdncia-1,3 de Urey-
Bradley, angulo de ligacdo, angulo diedra e angulo torsional improprio, respectivamente, com o
subscrito zero representando os valores de equilibrio. Os termos de Coulomb e de Lennard-Jones 6-12
contribuem para as interagfes ndo-ligadas. € é a profundidade do potencial de Lennard-Jones, €1 é a
constante dielétrica efetiva e rj; € a distancia entre os &tomos i e j. Os parametros de Lennard-Jones entre
pares de atomos diferentes sdo obtidos pelas regras de combinacgdo de Lorentz-Berthelot, na qual os
valores ; s0 baseados na médias geométrica de «; e ¢ e os valores de RY . sdo baseados na média
aritmética de Rmini € Rminj.24%°
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Anexo A4: Definicdo de estruturas secundarias:

Estruturas secundarias definidas com base em padrdes de ligacGes de hidrogénio:'*®

n-Voltas (ou do inglés, n-Turns): o padrdo basico das liga¢6es de hidrogénio (LH), envolvidas nas n-
voltas, é 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=345.

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
S1). Hélices maiores sdo definidas pela sobreposicdo de hélices minimas. Assim, a sobreposicéo de 3-
hélices gera uma 3,10-hélice; a sobreposicdo de 4-hélices gera uma a-hélice; e a sobreposi¢do de 5-
hélices gera uma n-hélice.

!>! !3! !3‘ !<!
-N-C-C--N-C~C--N-C-C--N-C-C- residuos
H 0 H 0 H 0O H §;
> <
LH a)
|>| ‘4‘ !4' !4' !<!
—N~-C-C--N-C-C——N-C-C~-N-C-C-—N-C-C- residuos
H 0 H O H 0O H 0O H 0
> < LH b)
!>1 !51 !51 !5! YS! Y<!
“N-C-C~-N-C-C-=N-C-C~-N-C~-C--N-C-C~--N-C~C- residuos
H 0O H 0 H 0 H 0O H 0 H ¢
> < LH

c)
Figura S1: 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; c) 5-volta (imagens adaptadas do artigo de
Kabsch e Sander)®,

Segmento B (ou do inglés, B-Bridge): um segmento 5 ocorre entre os residuos i e j, se existirem duas
ligagdes de hidrogénio caracteristicas de estrutura 3, em particular:

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

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

- Fitas-pg pareadas: conjunto de um ou mais segmentos 3, 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 S-ladder). Assim, uma estrutura formada de trés fitas pareadas
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possui duas fitas-4 pareadas (B-ladders) e uma folha-f (f-sheet). A Figura S2, a seguir, apresenta um
esquema das ligagdes de hidrogénio nos segmentos f paralelo e anti-paralelo.

X , X!
—g—C-g——g—C—g--g—C-g— residuos N-C=C=-N—C—C—-N-C—C— residuos
S (O] H 0 H O H ¢
1 " s 1 1 ] ]
\" Y 1 1 1 1
L LH () Lr b LHE)
r: TAA) 1 ] ' 1
. = . ] 1
o6 68 o AR
residuos 0 H 0 H 0 H .
____________ residuos
A ~C-C-N~--C-C—-N--C~C-N-
|X|
a) Segmento p paralelo; b) Segmento B anti-paralelo.

Figura S2: Representacdo esquematica das ligacGes de hidrogénio (LH) na estruturas:

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

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 direcdo da cadeia principal dos trés primeiros
residuos e, a dos trés Gltimos. Para existir uma dobra no residuo central i, & necessario uma curvatura
de pelo menos 70°, conforme apresentado na Figura S3, a seguir.

lSI
i-2 i-1 i i+1 it+2
~N-C-C~--N-C~C—-N—-C~C--N-C-C-—-N-C-C~- residuos
H 0O H 0 H 0 H 0 H 0

1 - - > > angulo entre (d1) e (d2) > 70°
direcio dos 3 primeiros direcdo dos 3 iltimos
residuos (d1) residuos (d2)

Figura S3: Esquema da curvatura para as dobras (bends), indicando um angulo (>70°) entre a
direcdo dos 3 primeiros residuos e a direcdo dos 3 Gltimos residuos do fragmento da cadeia
polipeptidica em questdo (imagem adaptada do artigo de Kabsch e Sander)®Y.

Com base nessas defini¢Oes de estrutura secundaria é possivel realizar analises estruturais das
proteinas simuladas. Na andlise de DSSP é produzido um gréfico que relaciona o tipo de estrutura
secundaria que cada residuo da cadeia polipeptidica (eixo y) possui ao longo do tempo de simulagédo
(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 simulacéo. Por fim, as

imagens de estruturas de proteinas apresentadas neste trabalho foram produzidas utilizando o programa
SPDBV®7,
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Apéndice Al: Média e desvio padrdo de RMSD de Ca entre as cinco réplicas para

cada um dos campos de forca entre 90 e 100 ns de simulacao

RMSD de Ca (nm) entre 90 e 100 ns

Simulacéao Réplica N-terminal C-terminal Total
GROMOS96 53A6_neutro Réplica 1 0,5653 0,3207 0,4149
Réplica 2 0,9297 0,5228 0,6799
Réplica 3 0,7093 0,4972 0,5735
Réplica 4 0,8006 0,4431 0,5816
Réplica 5 0,5940 0,4074 0,4753
Média 0,7198 0,4382 0,5450
Desvio Padréo 0,1503 0,0797 0,1026
GROMOS96 53A6_acido Réplica 1 1,2080 0,4707 0,7851
Réplica 2 0,8522 0,4753 0,6209
Réplica 3 0,8973 0,4496 0,6281
Réplica 4 0,7399 0,4678 0,5695
Réplica 5 0,8444 0,4653 0,6125
Média 0,9084 0,4657 0,6432
Desvio Padréo 0,1772 0,0098 0,0825
AMBER99SB_neutro Réplica 1 0,9708 0,4768 0,6730
Réplica 2 0,6021 0,3091 0,4241
Réplica 3 0,8968 0,4700 0,6365
Réplica 4 0,7353 0,3263 0,4934
Réplica 5 0,9155 0,4273 0,6241
Média 0,8241 0,4019 0,5702
Desvio Padréao 0,1519 0,0794 0,1062
AMBER99SB_éacido Réplica 1 1,1142 0,5060 0,7531
Réplica 2 1,2801 0,5756 0,8627
Réplica 3 1,2779 0,4948 0,8265
Réplica 4 1,2675 0,4464 0,8023
Réplica 5 0,9932 0,4820 0,6858
Média 1,1866 0,5010 0,7861
Desvio Padréo 0,1287 0,0474 0,0688
GROMOS96 43A1 neutro Réplica 1 0,7531 0,5051 0,5956
Réplica 2 0,8860 0,4148 0,6064
Réplica 3 0,8153 0,4002 0,5667
Réplica 4 0,5863 0,3293 0,4285
Réplica 5 0,7545 0,4023 0,5403
Média 0,7590 0,4103 0,5475
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Desvio Padrao 0,1109 0,0627 0,0714

GROMOS96_43A1 acido Réplica 1 0,7629 0,4449 0,5661
Réplica 2 0,6750 0,5734 0,6077

Réplica 3 1,1416 0,5869 0,8064

Réplica 4 0,6994 0,5435 0,5977

Réplica 5 0,9078 0,3806 0,6016

Média 0,8373 0,5059 0,6359

Desvio Padrao 0,1927 0,0894 0,0967
AMBER99SB_ILDN_neutro Réplica 1 0,6658 0,3254 0,4609
Réplica 2 1,1093 0,3917 0,7023

Réplica 3 0,7771 0,4806 0,5905

Réplica 4 0,7051 0,3894 0,5106

Réplica 5 0,7701 0,3684 0,5292

Média 0,8055 0,3911 0,5587

Desvio Padrao 0,1760 0,0567 0,0927
AMBER99SB_ILDN_acido Réplica 1 0,7643 0,3724 0,5286
Réplica 2 0,7206 0,2932 0,4719

Réplica 3 0,9963 0,3498 0,6300

Réplica 4 0,6878 0,4235 0,5216

Réplica 5 0,9608 0,3059 0,5961

Média 0,8260 0,3490 0,5496

Desvio Padrao 0,1425 0,0526 0,0630

OPLS-AA_neutro Réplica 1 0,6230 0,3376 0,4479
Réplica 2 0,9002 0,5164 0,6620

Réplica 3 0,9072 0,4688 0,6403

Réplica 4 0,5636 0,3903 0,4523

Réplica 5 0,5731 0,4381 0,4848

Média 0,7134 0,4302 0,5375

Desvio Padrao 0,1752 0,0692 0,1050

OPLS-AA &cido Réplica 1 0,9875 0,5371 0,7109
Réplica 2 0,7292 0,5787 0,6301

Réplica 3 1,2987 0,5484 0,8592

Réplica 4 0,8490 0,4424 0,6012

Réplica 5 1,1867 0,7390 0,9045

Média 1,0102 0,5691 0,7412

Desvio Padrao 0,2344 0,1078 0,1355

CHARMM27_neutro Réplica 1 0,8636 0,3580 0,5683
Réplica 2 0,6682 0,3906 0,4954

Réplica 3 0,6451 0,3350 0,4563

Réplica 4 0,8170 0,3345 0,5360

Réplica 5 0,6853 0,3894 0,5023

Média 0,7358 0,3615 0,5117

Desvio Padrao 0,0978 0,0277 0,0425

CHARMM27_&cido Réplica 1 0,9423 0,3797 0,6154
Réplica 2 0,7943 0,3986 0,5548

Réplica 3 1,3971 0,6550 0,9540
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Réplica 4
Réplica 5
Média
Desvio Padrao

0,7498
0,7861
0,9339
0,2692

0,5797
0,3827
0,4791
0,1291

0,6384
0,5434
0,6612
0,1685
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10. APENDICES

Apéndice A2: Gréafico de RMSD de Ca« para o fragmento N-terminal (109-143) ao

longo do tempo de simulacéo

RMSD (nm)

RMSD (nm)

RMSD (nm)

RMSD (nm)

Tempo (ns) Tempo (ns)

Gréfico de RMSD de C,, para o fragmento proteico N-terminal (109-143), ao longo do tempo de
simulacdo. Cada grafico mostra cinco curvas relativas as réplicas para cada campo de forga em
uma das condic¢Bes de pH: A) GROMOS96 53A6, pH neutro; B) GROMOS96 53A6, pH &cido;
C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH &cido; E) GROMOS96 43Al, pH neutro;
F) GROMOS96 43A1, pH &cido; G) AMBER99SB-ILDN, pH neutro; H) AMBER99SB-ILDN, pH
acido; 1) OPLS-AA, pH neutro; J) OPLS-AA, pH é&cido; K) CHARMM27, pH neutro;
L) CHARMMZ22, pH &cido. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto =réplica 1; vermelho
= réplica 2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.
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Apéndice A3: Grafico de RMSD de Ca para o fragmento C-terminal (144-219) ao

longo do tempo de simulacéo
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Gréfico de RMSD de C,, para o fragmento proteico C-terminal (144-219), ao longo do tempo de
simulacdo. Cada grafico mostra cinco curvas relativas as réplicas para cada campo de forga em
uma das condicOes de pH: A) GROMOS96 53A6, pH neutro; B) GROMOS96 53A6, pH acido;
C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH acido; E) GROMOS96 43A1, pH neutro;
F) GROMOS96 43A1, pH &cido; G) AMBER99SB-ILDN, pH neutro; H) AMBER99SB-ILDN, pH
acido; 1) OPLS-AA, pH neutro; J) OPLS-AA, pH é&cido; K) CHARMM227, pH neutro;
L) CHARMM22, pH 4cido. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1; vermelho
=réplica 2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.
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10. APENDICES

Apéndice A4: Andlise de componentes principais para o0 campo de forca

GROMOS96 53a6
6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _l | T | T l T [ T l I_ 6 _I I T ] T | T | T | T_ 6 _I | T | T | T I T l I_ 6 _I l T [ T l T | T | T_
= 3r 1 3r 1 3C 1 3 1 3rC 7
E oo % of —_0_—”—_0_— d—_ Ofb’—_
o -3 1 -3 1 3F 1 30 1 3 7]
6 A - 6B - 6 - -6Fp -~ 6FE -
_9 1 | 1 | 1 | 1 | L | 1 _9 _I | L | 1 l 1 l 1 l I_ _9 _I I 1 | 1 | 1 | 1 | l_ _9 1 | L | 1 | L | 1 l I_ _9 _I l 1 { 1 l 1 | 1 | l_
9-6-30369 9-6-303609 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369
6 _I | T | T | T ‘ T | I_ 6 _I I T I T | T | T | \_ 6 _I | T | T | T | T | I_ 6 _I | T | T I T | \_
— 3 - 3k - 3 -~ 3k —
£ Us %"’ 1 °F 1 °F ﬁ 1 °F .
o 3 1 3 1 3F 1 3 7
a. )
6 4 6y g 1 6l -
_9_|I|I|||\|||_ ollilali ] _9_||||\I|I|||_ obllilulalyl ]
9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369
PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm)

Anélise de componentes principais para o campo de forca GROMOS96 53a6. Projecdo
sobre os dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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Apéndice A5: Andlise de componentes principais para o0 campo de forca

AMBER99SB
6_I|I|I|T|I|I_ 9_I|I|III[III_ 6_I|III|W|I|T_ 6_I|I|I|IIIII_ 6_III[III|I|T_
= 3F 1 °F 1 3¢ 1 3¢ 1 30 =
50_—“—_3-_@;0_—(‘—_0_—“—_ OTA__
o~ - _— - e - ] — — - —]
g 3f 1 3E 1 1 af 1 3F -
ol 7 -6FB - [cC 1 °r ] OCE -
_91|||1|1|||| _9_|||||||l|l|_ _9III|I|J|1|1 _9l|l|L|I|IlI _9|l|\||||||1
9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369
6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _I | T | T | T ‘ T | I_ 6 _I I T I T | | | T | \_ 6 _I | T | T | T | T | I_ 6 _I T ‘ T | T I T | \_
—~ 3 — 3 — 3 — — 3 —
£ 0F 1 o 7 Orﬂ - 1 03 7
o 3 1 3 7 3 . 7 3 7
= 6k 4 6F + 6Fn - 4 -6 -]
ollilel iyl _9_|I|I|||\|||_ ollilel il N N TR
9-6-303 69 9-6-30369 9-6-30369 9 9-6-30369

PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm)

Andlise de componentes principais para o campo de forca AMBER99SB. Projecédo sobre
os dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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PC2 (nm)

PC2 (nm)

Apéndice A6: Andlise de componentes principais para o0 campo de forca

GROMOS96 43al
6_III|I|T|I|I_ 6_I|I|III[III_ 6_I|I]I|1|I|T_ 6_I|I|I|IIIII_ 6_III[|II|I|T_
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0_—/‘—_0_—"—_0_—‘\—_0_—?—_0_—“—_
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_9 _I | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 _9 _I | 1 | 1 l 1 J 1 l I_ _9 _I I 1 | 1 | 1 | 1 | l_ _9 1 | 1 | 1 | 1 | 1 l I_ _9 _I l 1 { 1 I 1 | 1 | l_
9630369 96-30369 9630369 96-30369 96-303609
6_I|I|I|\|I|I_ 6_I|I|I|I‘I|I_ 6_I|I|I|\|I|\_ 6_I|I|\|I|I|I_ 6_I|I‘I|I|I|\_
3 0 3C 0 30 0 3C 0 30 7]
0 b 4 oF Q . Orf\ 4 oF ﬁ 1 °F -
S I 30 0 30 1 30 0 30 7]
6 -F - 6k S — - 6k - 6y -]
_9'|I|I|I\I|I|_ _9_|I|I|||\.||_ _9_|I.I|I\I|If _9'|I|I\I|I.||_ _9_||.\|||I|If
96-30369 96-30369 96-303609 96-30369 96-303609
PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm)

Anélise de componentes principais para o campo de forca GROMOS96 43al. Projecdo
sobre os dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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Apéndice A7: Andlise de componentes principais para o0 campo de forca
AMBER99SB-ILDN

6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _l | T | T l T [ T l I_ 6 _I I T I T | T | T | T_ 6 _I | T | T | T I T l I_ 6 _I l T [ T l T | T | T_
= 3r 1 3r 1 3C 1 3 1 3rC 7
EO_—ID—_O_— —_0_—\,—_0_—9—_0_—4—_
o -3 1 -3 1 3F 1 30 1 3 7]
6 A - 6B - 6 -~ -6Fp -~ 6FE -
_9 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | I_ _9 _I | 1 1 1 l 1 l I_ _9 _I I 1 | 1 | 1 | 1 | l_ _9 _l | 1 | | | 1 | 1 l I_ 9 _I l 1 { 1 l 1 | 1 | l_
9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369
6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _I | T | T | T ‘ T | I_ 6 _I I T I T | T | T | \_ 6 _I | T | T | T | T | I_ \_
~ 3k - 3k - 3k - 3k - —
E oF M of P of 1 °r }‘ ]
g 3r 7 3 1 3C 7 3 . F ]
6FF 4 6k 4 6Fm 4 6f . .
_9_1|||||\||||_ _9_|||||||\|||_ _9_||||||\|||\_ _9_||||\||||||_ L]
9-6-303 69 9-6-30369 9-6-30369 9-6-30369 9
PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm) PC1 (nm)

Andlise de componentes principais para o campo de forca AMBER99SB-ILDN. Projecéo
sobre os dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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Apéndice A8: Analise de componentes principais para o campo de forca OPLS-AA

6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _l | T | T l T I T l I_ 6 _I I T ] T | T | T | T_ 6 _I | T | T | T I T l I_ 6 _I l T [ T l T | T | T_
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S 3 7 3rC 7 3 7 3 1 3 .
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_9 _I | 1 | 1 | 1 | | | I_ _9 _I | | | | l | J | l I_ _9 _I I 1 | 1 | 1 | 1 | l_ _9 _l | | | | | | | | l I_ _9 _I l 1 { 1 l 1 | 1 | l_
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6 _I I T | T | T | T | I_ 6 _I l T l T | T ‘ T | I_ 6 _I I T I T | T | T | \_ 6 _I | T | T l T l T | I_ 6 _I | T ‘ T | T I T | \_
= 3r 1 3 1 3 1 3 1 346 -
g oF m— o- M of 1 F 71 oF E
o -3 1 3 7 3r 1 3 1 3 .
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Anédlise de componentes principais para o campo de forca OPLS-AA. Projecdo sobre os
dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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Apéndice A9: Andlise de componentes principais para o0 campo de forca
CHARMM27

6_III|I|T|III_ 6_IIIIIII[III_ 6_III]II[|I|T_ 6_I|I|IIIIIII_ 6_III]IIIII|T_
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£ 0 U—_ o5 7 °C 7 0?“ 7
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Andlise de componentes principais para o campo de forca CHARMMZ27. Projecéo sobre
os dois primeiros componentes: A-E) Réplicas neutras; F-J) Réplicas acidas.
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Apéndice A10: RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca

GROMOS96 53a6
2 T T | T | T | T | T 2 T T | T | T | T | T
el 1,6 - | 16 D _]
g 0 H B [
[ L S1 HA S2 HB HC | L
v 08 — 0,8 —
5 0’4_ M\W'J 0’4_
O_ 1 | 1 1 | 1 0—
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2_ T I T I T | T | T l IB | 2_
A~~~
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2 1,0 H B
[ L Sl HA S2 HB HC | L
vl 0,8+ — 0,8+
5 04— — 04—
0— 1 1 1 1 0_
100 120 140 160 180 200 220 100
2 T | T | T | T | T | T 2
—_ B C B
E 1,6_— 1,6_—
EY H B
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vl 08+ — 0,8 —
5 041~ WJ i
O 1 1 | 1 0 1
100 120 140 160 180 200 220 100 120 140 160 180 200 220

Residuo Residuo

RMSF de Cao do fragmento 109-219 para o campo de forca GROMOS96 53a6 nos seguintes
intervalos de tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; e) 80-100 ns; f) 0-100 ns.
Legenda: curvas pretas = média entre as réplicas acidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas
neutras.
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Apéndice All: RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca

AMBER99SB
2— 2_ T T ] T | T | T [ T i
s
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2 2
.
= 1,6 ~ 1’6:f
g 121 12
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RMSF de Cao do fragmento 109-219 para o campo de forca AMBER99SB nos seguintes intervalos
de tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; €) 80-100 ns; f) 0-100 ns. Legenda: curvas
pretas = média entre as réplicas acidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas neutras.
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Apéndice Al12: RMSF de Ca do fragsmento

109-219 para o campo de forca

GROMOS96 43al
2 T T | T | T | | T
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RMSF de Cao do fragmento 109-219 para o campo de forca GROMOS96 43al nos seguintes
intervalos de tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; e) 80-100 ns; f) 0-100 ns.
Legenda: curvas pretas = média entre as réplicas acidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas

neutras.
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Apéndice Al13: RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca
AMBER99SB-ILDN
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RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca AMBER99SB-ILDN nos seguintes
intervalos de tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; e) 80-100 ns; f) 0-100 ns.
Legenda: curvas pretas = média entre as réplicas acidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas
neutras.
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Apéndice Al4: RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca OPLS-

AA
2 B T T | T | T | T I T i 2 [ T T ] T | T | T [ T i
g
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RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de for¢ca OPLS-AA nos seguintes intervalos de
tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; e) 80-100 ns; f) 0-100 ns. Legenda: curvas
pretas = média entre as réplicas &cidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas neutras.
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Apéndice Al15: RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca
CHARMM27
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RMSF de Ca do fragmento 109-219 para o campo de forca CHARMM27 nos seguintes intervalos
de tempo: a) 0-20 ns; b) 20-40 ns; c) 40-60 ns; d) 60-80 ns; e) 80-100 ns; f) 0-100 ns. Legenda: curvas
pretas = média entre as réplicas &cidas; curvas vermelhas = média entre as réplicas neutras.
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Apéndice A16: Projecao bidimensional da superficie de energia livre.
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Projecdo bidimensional da superficie de energia livre. A) GROMOS96 53a6, pH neutro; B)
GROMOS96 53a6, pH 4cido; C) AMBER99SB, pH neutro; D) AMBER99SB, pH écido.

137



10. APENDICES

RMSD (nm)

RMSD (nm)

Apéndice A17: Grafico de RMSD de Cq para o fragmento N-terminal (109-143) ao

longo do tempo de simulacéo
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RMSD de C,, para o fragmento proteico N-terminal (109-143), ao longo do tempo de simulacéo:
A) GROMOS96 53A6, estrutura 1; B) GROMOS96 53A6, estrutura 2; C) AMBER99SB, estrutura 1;
D) AMBER99SB, estrutura 2. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1;
vermelho = réplica 2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.
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10. APENDICES

Apéndice Al18: Grafico de RMSD de Cq para o fragmento C-terminal (144-219) ao

longo do tempo de simulacéo
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RMSD de C,, para o fragmento proteico C-terminal (144-219), ao longo do tempo de simulac&o:
A) GROMOS96 53A6, estrutura 1; B) GROMOS96 53A6, estrutura 2; C) AMBER99SB, estrutura 1;
D) AMBER99SB, estrutura 2. As cores das curvas correspondem as réplicas: preto = réplica 1;
vermelho = réplica 2; verde = réplica 3; azul = réplica 4; amarelo = réplica 5.
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