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Resumo

O processo pelo qual uma proteina assume sua configuracao funcional é denominado
enovelamento e corresponde a um problema que intriga os pesquisadores desde a década
de 50. Devido & importancia que essa classe de macromoléculas possui e as doengas que
sua ma atividade acarretam, compreender a formacao de sua estrutura tridimensional é
uma questao fundamental. Contudo, devido & sua complexidade, o processo ocorre em um
espago de fase multidimensional, de forma que sua analise nao é trivial. Esse problema
se torna ainda mais complicado devido ao fato de existirem classes especiais de proteinas
que apresentam certas particularidades, como é o caso das proteinas intrinsecamente
desordenadas e das proteinas de repeti¢oes. Enquanto a primeira classe apresenta alta
flexibilidade e a auséncia de um estado nativo de referéncia, a segunda classe corresponde &
estruturas terciarias compostas pela repeticao de um mesmo dominio, e que nao enovelam
de forma independente mas sim por meio de um mecanismo de cooperacao. Neste trabalho
foram analisados dois sistemas distintos. O primeiro consiste nas dinamicas moleculares
de monoémeros de [S-amildides, visando compreender suas diferentes taxas de agregagoes.
O segundo sistema corresponde as simulacoes de proteinas da familia de repeticoes de
anquirina, buscando a compreensao do mecanismo de formacao dessas repeticoes. As
anélises foram realizadas por meio do Energy Landscape Visualization Method que, usando
uma métrica baseada na distancia interna entre os residuos de cada conformacao, é capaz
de projetar a superficie de energia em espacos 2D e 3D. Os resultados demonstraram que
a propensao de agregacao das diferentes espécies de [-amildide esta contida no relevo
de energia livre dos mondémeros, enquanto que as repeticoes de anquirina apresentaram

diferentes rotas de enovelamento com distintas probabilidades de ocorréncia.

Palavras-chaves: Superficies de energia; S-amiloide; proteinas de repeticoes.



Abstract

The process by which a protein assumes its functional configuration is called folding
and corresponds to a problem that has intrigued researchers since the 1950s. Due to the
importance of this class of macromolecules and the diseases that their harmful activity
entail, understanding the formation of its three-dimensional structure is a fundamental
question. However, due to its complexity, the process takes place in a multidimensional
phase space, so its analysis is not trivial. This problem becomes even more complicated due
to the fact that there are special classes of proteins that have certain particularities, such
as intrinsically disordered proteins and repeat proteins. While the first class presents high
flexibility and the absence of a native state of reference, the second class corresponds to
tertiary structures composed by the repetition of the same domain, and which does not fold
independently but through a cooperation mechanism. In this work, two distinct systems
were analyzed. The first consists of the molecular dynamics of S-amyloid monomers,
aiming to understand their different aggregation rates. The second system corresponds
to the simulations of proteins from the ankyrin repeat family, in order to understand the
mechanism of formation of these repeats. The analyzes were performed using the Energy
Landscape Visualization Method. This method uses a metric based on the internal distance
between the residues of each conformation, and it is able to represent the ensemble of
molecular conformations in an effective 2D and 3D phase space. The results show that the
aggregation propensities of different species of amyloid-5 are encoded in the free energy
spectrum of its monomers, while the ankyrin repetitions presented different folding routes

with distinct occurence probability.

Keywords: Energy landscape; amyloid-3; repeat proteins.
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1 Introducao

Compreender os mecanismos biologicos é um dos principais objetivos e desafios da
ciéncia moderna. Nesse intiito, a principal classe de macromoléculas a ser estudadas sao as
proteinas. Responséaveis por intimeras fungoes essenciais para a manutengao da vida, grande
parte de seus comportamentos permanece sem uma solugao definitiva. O processo no qual
a cadeia de aminoécidos assume uma estrutura funcional é denominado enovelamento, e é
o principal alvo de estudos. Essas pesquisas procuram compreender como a informacao
presente em sua sequéncia de residuos é capaz de guiar as proteinas ao seu estado nativo.
Entender esse processo ¢ de extrema importancia, uma vez que diversas doengas estao
diretamente relacionadas ao mal enovelamento de algumas proteinas, como a doenga de
Alzheimer [2|. Estudos revelaram que a superficie de energia dos estados assumidos pela
proteina tem um papel fundamental para determinar o caminho até seu estado nativo [1].
Na década de 90, Onuchic propés um modelo capaz de explicar o enovelamento de uma
proteina por meio de sua superficie de energia [3|. Através de um mapeamento estatistico
das possiveis conformacoes de uma proteina, a superficie apresenta o estado nativo como
o minimo global de energia, de forma que sua topologia seja afunilada, com maultiplos
caminhos que levam a proteina ao estado estrutural nativo. Devido a esses caminhos, o
funil apresenta rugosidades em sua superficies, que correspondem a minimos locais de
energia, responsaveis por armadilhar essas macromoléculas em um estado parcialmente

enovelado [4,5].

Todavia, existem diversas familias de proteinas que apresentam especificidades
que tornam seu enovelamento de dificil compreensao. Seja por nao possuirem um estado
nativo ou por enovelarem através de interacoes especificas entre determinadas regioes, suas
superficies de energia sao demasiadamente complexas. E nessa classe que se encontram
dois tipos de moléculas de grande interesse: as proteinas intrinsecamente desordenadas
(IDPs) e as proteinas de repeti¢oes. Enquanto que as IDPs nao possuem um estado nativo
ou de referéncia, as proteinas de repeticoes apresentam a uniao de dominios idénticos que

se formam através de um processo cooperativo.

Para analisar essas superficies de forma convencional, é necessario o uso de inimeras
coordenadas de reacao, o que acaba por dificultar ou até mesmo inviabilizar os estudos.
E nesse contexto que o Energy Landscape Visualization Method (ELVIM) surge como
uma alternativa que possibilita a analise e o entendimento do modelo estudado. Nesse

trabalho, foram estudadas as mudancas conformacionais nos mondémeros de S-amiloides e
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Figura 1: Esquema do funil de enovelamento. A coordenada de reagao ou parametro de
ordem, (@), é correlacionada com a energia e indica o grau de similaridade dos estados com

o estado nativo (Figura adaptada de [1]).

o enovelamento das repeticoes de anquirina. Esse estudo foi realizado em colaboragao com
a Rice Unwversity, o Instituto de Quimica Biologica de la Facultad de Ciencias Ezactas y

Naturales, e o European Molecular Biology Laboratory.

1.1 ([-amilbides

Nos tultimos 20 anos, o entendimento do processo de agregacao das proteinas que
causam a doenca de Alzheimer tem sido um grande foco de estudo. Essa doenca possui
uma relagao direta com a proteina S-amildide (AS5), uma IDP que surge de forma mais
abundante como um polimero de 40 ou 42 residuos através da clivagem da proteina amilbide
precursora [6,7]. A relagdo dessa IDP com a doenga de Alzheimer reside na tendéncia
de agregacao, formando placas que podem bloquear a sinalizagao entre as células nas
sinapses [2]. Contudo, estudos recentes sugerem que essa tendéncia pode estar contida
no espectro energético das formas monoméricas [8]. Um dos indicios esta no fato de que,
apesar de diferirem em apenas dois aminoacidos, as duas sequéncias apresentam agregacoes
distintas. Enquanto que a abundéancia natural da AS40 é de 10/1 em relacao a A[342, ela
somente esta presente em 1/3 das placas formadas, de modo que a agregagao da Ap42
ocorre de forma muito mais rapida e expontanea [9,10|. Esse resultado corrobora com

estudos anteriores que indicam que a taxa de agregacao da Ap42 esta relacionada com o
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contetido de folhas-f presente em sua forma monomérica [11]|. Junto a esse estudo também
foram identificadas mutagoes na sequéncia de 40 aminoacidos que apresentam um aumento

na taxa de agregacao [12—-15].

O ELViM foi utilizado nesse trabalho para analisar as mudancgas conformacionais
dos monomeros de AB40, AB42 e de seis mutagoes da AS40: A21G, DTN, D23N, E22G,
E22K e E22Q), a fim de compreender suas taxas de agregacao. Essa técnica de visualizagao
da superficie de energia ja se provou capaz de discernir essas superficies em IDPs, como

demonstrado em trabalho com a PAGE4 [16].

1.2 Proteinas de repeticoes

Em geral, um dominio proteico estrutural ¢ um moédulo relacionado & estabilidade
e ao processo de enovelamento de uma proteina. Contudo, existe uma classe especial que
apresenta repeticoes de um mesmo dominio que nao enovelam de forma independente, mas
sim através de uma cooperagao que leva ao estado nativo por um caminho especifico [17].
Dentre essas proteinas, destacam-se as chamadas de solenoides, compostas em geral por 20
a 40 trechos de aminoacidos semelhantes que se enovelam em estruturas alongadas [18]. A

Figura 2 ilustra trés exemplos de solenoides para a familia de repeti¢coes de anquirina.

3ANK

Figura 2: Representacao da estrutura terciaria das proteinas de repeticoes de anquirina,
com a 3ANK correspondendo ao PDB 1INOQA, 4ANK ao PDB 1INOR e 6ANK ao PDB
INFIE.

Uma das particularidades dessas proteinas é o fato de que essas matrizes sao
estabilizadas apenas por interacoes dentro de cada repeticao ou entre repeticoes adjacentes,
sem a interagdo entre os contatos de residuos muito distantes na cadeia [19,20]. Essa
arquitetura contrasta com a tipica de proteinas globulares, nos quais a cadeia se dobra

para formar interagoes entre residuos que se encontram distantes na sequéncia. Dessa
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forma, o processo de enovelamento, bem como a superficie de energia, das proteinas de
repeticoes difere do enovelamento de proteinas globulares, uma vez que as interagoes dos
residuos distantes em sequéncia frequentemente desempenham um papel central em definir

a topologia da proteina. [21].

Nesse trabalho foi analisado o enovelamento das matrizes de repeti¢coes por meio do
ELViM [22], utilizado para explorar as superficies de energia da proteina anquirina de trés,
quatro e seis repetigoes (3ANK, 4ANK e 6ANK), assim como demonstrar a cooperagao entre

as diferentes repeticoes e a forma como essas proteinas varrem o espago conformacional.
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2 Objetivos

Esse trabalho tem por objetivo geral analisar as superficies de energia dos mond-
meros de S-amildide e da familia de repeticoes de anquirina, em especial as de trés, quatro
e seis repeticoes, para compreender o processo pelo qual as Afs iniciam sua agregacao e as

proteinas de repeticoes assumem seu estado enovelado nativo.
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3 Metodologia

3.1 ELViM: Energy Landscape Visualization Method

O enovelamento de proteinas é usualmente representado em termos de uma co-
ordenada de reagao efetiva associada ao estado nativo tnico. No entanto, dependendo
do sistema estudado nem sempre essa abordagem é possivel. Para conseguir visualizar
esse processo uma alternativa é empregar o ELVIM, um método que utiliza uma métrica
baseada na distancia interna entre aminoacidos para descrever as diferencas entre duas

conformagoes [23].
Matriz de dissimilaridade

O primeiro passo para a construcao da visualizacao é definir uma métrica que
descreva de maneira robusta a informacao obtida na simulacao. As posi¢oes dos aminoécidos
sao essenciais para a elaboragao da métrica, cujas coordenadas internas caracterizam
as diferentes conformagoes. De maneira formal, a medida de comparagao entre duas

conformagdes (k, 1) pode ser escrita como:

1 —(ry; — k)
=5 D e — (1)
N

Z7j

onde ri g-l) é a distancia entre os aminoécidos i e j da conformacao k(l), N é o fator de
normalizacdo para que o valor de ¢*! seja um ntmero entre 0 e 1 e oij = ooli — jI,
sendo oy e € valores ajustaveis. Essa equacao foi apresentada primeiramente por Wolynes
e colaboradores, no qual foi utilizada para a predigdo da estrutura de proteinas [24].
No ELViM, essa medida é calculada para todos os pares de estruturas k£ e [ de uma
dada trajetoria, resultando em uma matriz simétrica n x n, onde n é o nimero total de
conformagoes analisadas. Na Figura 3 é apresentado um esquema de como as distancias

sao calculada para duas conformagoes diferentes (no caso, k e [).

Nos estudos presentes nesse trabalho, essa coordenada foi utilizada nao s6 como
métrica no ELVIM mas também como coordenada de reacao para realizar e analisar as
simulagoes. No caso das f-amiloides, utilizou-se 0 monoémero de uma fibra de A540 (PDB:
2LMN) como a estrutura de referéncia, definindo a coordenada de reagao ¢yipe,, enquanto
que para as proteinas de repeticoes a estrutura de referéncia foi o proprio estado nativo da

trajetoria, definindo a coordenada de reacao global Qw.
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Definido isso, para encontrar o valor de dissimilaridade e montar a matriz, é

utilizada a expressao:

51 g, 2)

sendo 0%! um valor compreendido entre 0 e 1, no qual valores proximos de 0 significam que
as duas conformacoes sao muito similares, e valores proximos a 1 significam que elas sao

estruturalmente bem diferentes.

Figura 3: Exemplo de duas estruturas (k e [) onde sao indicadas as distancias internas

(ri-f §1)> entre os aminoéacidos (1, 7, 13, 33 e 60). As diferencgas estruturais estao relacionadas

com as variagoes destas distancias entre todos os aminoacidos, de acordo com a Equagao 1.

Projecao multidimensional

A etapa mais complexa para a criagao deste modelo é a reducao do espago multi-
dimensional original para um espago dimensional compreensivel para a percep¢ao humana,
isto é, um espaco visual de, no maximo, trés dimensoes. Idealmente, o modelo visual
criado deve se assemelhar ao modelo visual proposto pela teoria do funil de enovelamento.
Para isso, deve-se manter, ao maximo, a correspondéncia entre os dados antes e depois da
reducao dimensional. Técnicas de projecao multidimensional tratam essa questao, pois
mapeiam os dados em espagos p-dimensionais, com p = {1,2, 3}, preservando, ao maximo,

a informagao sobre as relagoes de distancias ou dissimilaridade entre os dados [25].

Uma técnica de projecao multidimensional pode ser definida da seguinte forma:
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seja X um conjunto de objetos R™ com 0 : R™ x R™ — R um critério de proximidade
entre dois objetos em R™, Y um conjunto de objetos em RP parap = 1,2, 3 e d: RP X RP
— R um critério de proximidade em RP. Uma técnica de proje¢ao multidimensional pode
ser descrita como uma fungao f : X — Y que visa tornar | 6(z;, z;) — d(x;, x;) | o mais

proximo possivel de zero, V z;, z; € X.

Em uma projecao bem construida, a proximidade dos pontos indica a semelhanca
entre os objetos que representam. Pontos préximos indicam instancias semelhantes de
acordo com a medida de distancia §. Intuitivamente, pontos distantes representam objetos
com pouca relagao, também de acordo com §. Assim, a questao principal para a construcgao
de uma boa projecao esta diretamente relacionada com a forma com que as distancias entre
os objetos multidimensionais (J) sao calculadas. Dentre as varias técnicas de proje¢ao que
podem ser utilizadas, adotou-se, neste método, a técnica Force Scheme [25], pois ela propoe
um balanceamento entre precisao e desempenho computacional. Esta técnica estabelece
um sistema de forcas, onde, inicialmente, posicionam-se os objetos de forma aleatéria
ou por meio de alguma heuristica e, em seguida, forcas de atracao e repulsao entre os
objetos levam o sistema a um estado de equilibrio. Apoés a inicializa¢ao, a técnica Force
Scheme realiza iteragoes para aproximar as distancias entre os objetos projetados, a partir
das distancias 0 entre as conformacoes. Na primeira iteragao, a técnica considera como
conjunto de entrada, Y, a projecao definida na inicializagao. Para cada ponto projetado
y; € Y, calcula-se um vetor 7; ; = (y; — vi), V y; # yi. Move-se, entdo, y; na diregao de 7,

acrescentando-se a fragao de A, onde A é dado por:

A:{[1+(2j+1)2ﬁ]}—1, (3

onde 7 é o nimero de iteracoes realizadas até um dado momento.

~—

Ao término da iteracao, cada objeto sofreu um deslocamento na direcao de cada
outro objeto, aproximando a distancia entre eles com a distancia calculada entre as
conformacoes que eles representam. As iteracoes sao repetidas sucessivamente até o sistema
atingir o equilibrio. O numero de iteragoes pode ser definido arbitrariamente ou, entao,
pode-se parar o sistema através de algum critério especifico. Aqui, estabeleceu-se como
critério de parada a verificagao de quanto o sistema estd em um estado préoximo ao equilibrio,
comparando iteragoes sucessivas, ou seja, ¢ comparada a quantidade de deslocamentos
dos objetos entre iteragoes subsequentes. Se esse valor for pequeno, abaixo de um limiar

estabelecido (neste trabalho adotou-se 107> como limiar), o sistema é considerado em
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equilibrio e a projecao final é obtida.

3.2 Meétodo dos Miiltiplos Histogramas

Para calcular a energia livre de todos os sistemas, utilizou-se o Método dos Miiltiplos
Histogramas (WHAM) [26,27|. O método consiste em determinar a densidade de estados 2
em uma dada temperatura 7', como a soma ponderada de densidades de estados estimadas
Q;, obtidas por meio de diversas simulacoes em temperaturas 7T;, diferentes de 7. Os
pesos, usados para o calculo da soma ponderada, sao obtidos pela minimizacao dos erros
estatisticos, 422, por meio da sobreposicao das distribuicoes de probabilidade, para cada

simulagao executada em uma temperatura 7;.

Para o caso das (-amiloides, utilizou-se o WHAM especificamente para repesar as
conformagoes e descrever a superficie do ELVIM através da energia livre. Para todas as
trajetorias e em todas as temperaturas (200K, 250K, 300K, 350K e 400K) foram obtidas
as densidades de estado Q(FE).

A probabilidade de ocorréncia de um estado com energia ¢ na temperatura inversa
B é dado por:

i)e BB
P(E;, B) = % (4)

onde

Op = Z Q(Fi) (5)

Os estados foram entao divididos em bins; em 1D para os perfis de energia livre
em fungao da coordenada gfiper, € em 2D para a projecao do ELViM, formando uma
representacao em grade. Considerando todos os n estados dentro de um determinado bin,

a energia livre desse conjunto sera:

3.3 Modelo AWSEM

Todas as dindmicas presentes nesse trabalho foram realizadas utilizando o AW-

SEM (Associative memory, Water mediated, Structure and Energy Model), um pacote de
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simulagao de proteinas que emprega uma representagao coarse-grained, no qual a posicao e
orientagao de cada aminoécido é descrita pela posi¢ao de seus atomos de carbono alfa (C,),
carbono beta (Cj) e oxigénio (O). A posigao dos demais atomos da cadeia ¢ calculada
assumindo uma geometria ideal. A descricao completa do modelo estrutural e do campo

de forca estao presentes nos Apéndices A e B.

A funcao de energia total do modelo utilizado é dada por:

‘/total - ‘/backbone + ‘/contact + ‘/bu’rial + Vhelical (7)

Viackbone € O termo responsavel por manter a geometria da cadeia principal. A

forma completa desse potencial de cadeia é expressa por:

‘/backbone = ‘/;on + ‘/chain + VX + ‘/rama + ‘/e:ccl (8)

V.on € 0 potencial que garante a conectividade da cadeia através de uma série de
potenciais harménicos (ver Apéndice para maiores informagoes). A forma correta dos
angulos de ligacoes sao determinadas através do potecial Vengin. Vi, Viama € Veza S0
responsaveis pela quiralidade do atomo de C,,, a distribuicao correta dos angulos diedrais e

as interagoes de volume excluido, respectivamente.

Viontacts Viurial, and Viaieq $80 potenciais baseados em diferentes aspectos da fisica
de proteinas. V et € um termo dependente do tipo de interagoes terciarias que age entre
os pares de residuos que estao separados por dez ou mais aminoacidos, de forma que a
forca desse potencial também depende dessa distancia de separagao e da densidade local.
O termo de hidrofobicidade (Vju i) representa a tendéncia de um tipo de aminoéacido ser
encontrado na regiao interna ou na superficie da proteina. Por fim, Vi € um termo
explicito de ligacao de hidrogénio que atua entre o oxigénio carbonilico do residuo i e
o hidrogénio amidico do residuo i + 4. A forga de interagao depende da propensao de

formagao de hélice de ambos os residuos participantes na interagao [28|.

As simulacoes com as [-amildides foram realizadas pela aluna de PhD Kaitlin
Knapp, da Rice University, e as simulagoes com as proteinas de repetigoes foram executadas
pelo Dr. Gonzalo R. Parra, do European Molecular Biology Laboratory. Os potenciais do
pacote, bem como os detalhes das simulagoes, estao descritos a seguir para cada proteina

estudada.
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3.3.1 Dinamicas com [-Amilbide

Para as dinamicas realizadas com as [-amildides foram utilizados os potenciais
padroes do AWSEM. Foi utilizado uma abordagem de solvente implicito e as caracteristicas
de exposi¢ao ao solvente de cada residuo de aminoacido. As simulagoes de A542 foram
iniciadas utilizando uma estrutura de solucao determinada por ressonancia magnética
nuclear (PDB 1Z0Q). No caso da Af40 utilizou-se a mesma estrutura inicial que a A340
porém sem os dois tltimos residuos. Cada simulagao utilizou um passo de 2 femto segundos
(fs), com minimizacao de energia realizada para os primeiros 10° passos seguida pela
simulacao de 10° passos. As dinamicas foram realizadas na temperatura de 200K, 250K,
300K, 350K e 400K, com duas simulacoes independentes para cada temperatura. O
resultado consiste em 0.4 ps de simulagdo e 10° estruturas amostradas. Para as estruturas
iniciais dos mutantes da A[40 primeiro foi executado um annealing, para evitar qualquer
tendéncia na formacao de estrutura secundaria, uma vez que as estruturas monomeéricas
dos mutantes ainda nao foram solucionadas. O procedimento das simulagoes dos mutantes

segue as mesmas configuracoes utilizadas para a A540 e Ap42.

3.3.2 Dinamicas com Proteinas de repeticoes

Para as simulagoes com as proteinas de repeticoes, além dos potenciais padroes,
também foi utilizado o potencial AMH-Go que tem a particularidade de incluir um termo
de nao aditividade que permite simular de forma mais realista a cooperatividade entre
interagoes nativas, especialmente ao amostrar estados de transi¢ao [29]. A estrutura geral
do Hamiltoniano desse modelo é composta por um termo que modela a geometria do
backbone da cadeia polipeptidica e outro termo que modela as interacoes entre os residuos

de forma nao aditiva.

V;zmh = %ackbone - Vna (9)

no qual Vigerpone € um dos potenciais béasicos do AWSEM, mencionado anteriormente e
descrito em detalhes no Apéndice B, enquanto que a componente energética que corresponde
ao potencial V,,, depende de termos de interacao do tipo gaussiano para interagoes nativas

e possui a seguinte forma:
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Via = —%ZZM(%W (10)

onde

€|l/p
€;j(ri;) = — ‘5 O(re — 11} )7ij exp

ol )
20%

Os indices 7 e j indicam todos os atomos de C, e Cj respectivamente, r;; é a
distancia entre os atomos i e j, 1. ¢ o parametro de cut-off, 0;; ¢ o mesmo parametro
presente na Equacao 1, p ¢ a poténcia desejada para a nao-aditividade e 7;; € o peso desejado
para as interagoes. Todos esses parametros foram obtidos por resultados experimentais e
estao tabelados no trabalho de Wolynes et. al. [29]. Por fim, a é o fator de normalizagao e

¢ dado por:

(12)

Z Y01 — rg)
J

Para iniciar as dinamicas primeiro foi realizado um annealing para estimar o 7%

1
a=—
8NZ,

(temperatura de melting). As variagoes de temperatura foram feitas em mais de 10° passos
entre os quais o intervalo de tempo simulado foi de 3 fs. Uma vez que o T foi estimado,
as simulacoes foram realizadas a esta temperatura utilizando o método de amostragem
de Umbrella Sampling, com Qw como a coordenada coletiva que assume valores entre 0
(totalmente desenovelado) e 1 (totalmente enovelado), formando as trajetorias enviesadas.
Esse método de amostragem funciona ancorando um potencial a um determinado valor
de Qw, o que permite melhor explorar aquelas estruturas que possuem um Qw proximo a
esse valor. O intervalo da coordenada Qw foi divido em 40 janelas igualmente espacadas
que simularam 10° passos a 3 fs. Ao final das dinamicas as 40 simulacoes foram integradas

utilizando o WHAM |[27] para obter os parametros termodinamicos, como a energia livre.

Apos as analises iniciais, o autor desse trabalho realizou novas simulagoes no 7' para
a proteina de trés e quatro repetigdes, com o mesmo potencial AMH-Go que as anteriores,
porém sem o método de Umbrella Sampling, de modo a permitir que a proteina variasse
suas conformagoes sem a restricao das janelas, formando um novo conjunto de trajetorias
nao enviesadas. Para a 3ANK foram executadas trés réplicas partindo da estrutura nativa
em 300K e indo até 700K em 3 x 10° passos. Para a 4ANK as configuracoes foram as

mesmas utilizadas para a 3ANK.
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Por fim, para analisar as trajetorias com e sem viés, foi escolhida uma outra
coordenada que ja foi bem estabelecida e frequentemente utilizada como coordenada de

reagao: a fracao de contatos nativos, aqui denominada de Qo [30] e definida como:

1 1
Qo(X) = §”ZES 1+ exp [50(7“17'()() - Argj)]

(13)

onde 7;;(X) é a distancia entre os residuos ¢ e j em uma conformacao X, r?j ¢ a distancia
entre os aminoacidos no par correspondente no estado nativo, S é o conjunto de todos os
pares de contatos nativos (7, j) da estrutura nativa, BY é um parametro de amortecimento
e A é um fator que leva em consideracao as oscilacoes dos contatos. Os aminoacidos
que realizam contatos no estado nativo sao definidos como separados por quatro ou mais
residuos na estrutura primaria e no qual r?j < 1.2 nm. Os parametros da equacao 13
sao B =50 nm~! e A = 1.2 nm, como sugerido para o modelo AWSEM [31]. Essa nova
coordenada de reacao foi escolhida devido a sensibilidade do Qw, que super-amostrou

caminhos na superficie de energia do ELViM durantes os resultados iniciais.
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4 Resultados e discussoes

4.1 [-Amilbide

O primeiro trabalho consiste na anélise das mudancgas conformacionais dos mond-
meros [-amildide, sendo a continuacao de um estudo iniciado durante a inicacao cientifica.
Por se tratar de uma proteina intrinsecamente desordenada, sua analise requer o uso de
multiplas coordenadas de reacoes. Contudo, utilizando o ELViM foi possivel comparar as
superficies energéticas das espécies selecionadas. Primeiro criou-se uma tnica e grande
projecao contendo as estruras da Ap40, Ap42 (formando o espago conformacional de
referéncia) e as seis mutagoes de Ag40: A21G, D7N, D23N, E22G, E22K e E22Q. Essa
projecao incluiu conformagoes de AB40 e A542 amostradas em 250K, 300K e 350K, para
garantir que a amostragem do espaco de fase conformacional fosse o mais detalhada quanto
possivel. Todavia, o ELViM possui uma limitacao quanto ao niimero de estruturas, por isso
as temperaturas de 200K e 400K nao foram incluidas na projecao, mas foram utilizadas na
obtengao da densidade de estados, como sera explicado mais a frente. Desejando examinar
os mutantes na mesma anélise, restringimos suas conformagoes escolhidas aquelas obtidas
em 300K, que sao mais significativas e melhor ponderadas. A Figura 4A apresenta essa
projecao com as diferentes espécies separadas pela cor enquanto que a Figura 4B exibe a
projecao completa em fungao do raio de giro. Através desse resultado é constatado que a
maior parte dos pontos da AS40 estao localizados no lado direito da projecao, enquanto
que os mutantes e a Af42 sao mais amplamente espacados. As estruturas ao redor da
projecao em (b) exemplificam as conformagoes de cada regido, o que demonstra que as
regioes mais populadas por A(540 correspondem a clusters de baixo raio de giro, compostos
por estruturas mais compactas e que apresentam formacao de hélice-a, enquanto que as
regioes de maior R, e estruturas mais abertas correspondem aos pontos da A342 e das

mutacoes.

Esse resultado esta de acordo com a Figura 5, que agora exibe a mesma projecao
em funcao da coordenada gy;per, calculada utilizando o monémero de uma fibra de A340
como referéncia (para essa analise foram desconsiderados os dois tltimos residuos das
estruturas de A342). Nota-se que as areas populadas por A340 correspondem as regides de
baixo gfper enquanto que grande parte dos pontos de AB42 e dos muntantes estao presentes
em zonas de alto gfiper, 0 que pode explicar o porqué deles apresentarem maior propensao

para formar as fibras e o motivo da AS40 necessitar de uma configuragao pré-fibrilar para
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Figura 4: Espaco de fase conformacional das estruturas obtidas por dindmica molecular
visualizado através do ELVIM com a) distingao das espécies presentes na proje¢ao com
AB40 em azul, AS42 em vermelho e as mutagdes da A40 em verde; b) coloragdo em

fungao do raio de giro, com as conformacoes significativas de cada regiao exibidas ao redor.

iniciar sua agregacao.

Os valores de energia livre foram entao calculados para confirmar essa ideia.
Utilizando o WHAM construiu-se os perfis de energia livre presentes na Figura 6 em fungao
do gyiver de cada espécie, o que demonstra que a barreira energética da A340 ¢ muito maior
do que a da AP42 e as das mutagoes. A Tabela 1 apresenta os valores dos perfis de energia
livre, com o AF* indicando o valor da barreira energética, enquanto que o AF indica a
posi¢ao do estado fundamental. Apesar da alta barreira, a mutagao D23N apresenta um

comportamento semelhante ao da AfS42, como sera discutido a seguir.

O proximo passo para analisar a distribuicao das estruturas na projecao do ELVIM
consistiu em repesar as conformagoes utilizando o microestado Q(FE) obtido através do
WHAM. A Figura 7 exibe o resultado em uma projegao em grade no qual a cor de cada bin
indica a energia livre do conjunto de estruturas contido dentro dele. Com isso foi possivel
confirmar que a regiao de hélice-a da Figura 4 corresponde ao estado fundamental (menor
energia livre) da A40, como indicado pelo G em vermelho na parte superior da Figura

7TA, enquanto que a regiao das estruturas semelhantes a fibra (identificada por meio da Fig.
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Figura 5: Projegao bidimensional do ELViM como funcao da coordenada ¢ com o monoémero
de fibra como referéncia (estrutura em vermelho, PDB 2LMN). A linha vermelha indica a

divisao entre a regioes de alto e baixo ¢y na projecao.
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Figura 6: (a) Perfil de energia livre em fungdo do gyip., para a A540 e Ag42. (b) Perfil de

energia livre em funcao do gy, para os mutantes da A/40.

7B) esta destacada com a elipse e com o F em vermelho. As linhas em vermelho e amarelo
da Fig. TA superior indicam as rotas mais provaveis (o caminho de menor energia livre)
que a AS40 utiliza para assumir as conformagoes semelhantes a fibra. A parte inferior da
Figura 7A exibe a projecao em grade para as estruturas da A342, na qual a energia livre

indica que o estado fundamental estd muito mais préximo da regiao de fibra do que no
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Espécie AF(KT) AF*KT)
ABA40 3.2 3.7
ABA42 0.2 1.6
A21G 0.9 1.3
D7N 0.9 2.1
D23N 0.9 2.9
E22G 0.8 0.9
E22K 1.1 2.5
£22Q 0.4 15

Tabela 1: Energia Livre

caso da A340, com o caminho (linha amarela) sendo mais curto e simples, o que implica
que as conformagoes mais estaveis ja possuem alguns dos contatos necessarios para que a
proteina adote sua configuracao presente na fibra. A localizacao dos estados fundamentais
para ambos os peptideos confirma que a diferenca na energia livre entre esses estados e os
estados propensos a agregagao ¢ menor no caso da AB42 do que no da AB40, o que esta de
acordo com a Figura 6 e com o indicio de que a propensao de agregacao esta codificada
no espectro de energia livre do monémero [8]. O mesmo é observado para as mutagoes
na Figura 8, com todos os estados fundamentais localizados na mesma regiao que o da
Ap42 e, como mostram os caminhos em amarelo, seguem um comportamento semelhante

ao indicado pelos resultados anteriores.

Com base neste resultado, foram calculadas as diferengas nos mapas de contato
feitos com as estruturas localizadas no bin de menor energia livre e as localizadas na regiao
da fibra para cada espécie. Para essa anélise os dois ultimos residuos da A/342 foram
removidos para que a comparagao entre os mapas fosse possivel. A Figura 9 apresenta
essas diferengas para a AB40, AB42 e a mutagao E22Q, no qual fica claro que A 540 precisa

primeiro desfazer a hélice-a para entao iniciar a formacao dos primeiros contatos de folha-/3,
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Figura 7: (a) Distribui¢ao de energia livre das estruturas da A540 (em cima) e da AS42 (em
baixo) na projegao do ELViM, com a regido de menor energia indicada pelo G em vermelho
e a regiao de alto ¢ge, indicada pela elipse com o F em vermelho. (b) Distribui¢ao média

do gfiver da Figura 5.

enquanto que para a Af42 ocorre apenas um ’deslizamento” na formacao da fibra, visivel
nos contatos paralelos entre os residuos 15 a 30, de forma que a maioria dos contatos
finais realmente ja se encontram formados. Por ultimo h& a mutacao E22Q, que apesar
de nao possuir suas folhas- totalmente formadas em seu estado fundamental, também
nao apresenta contatos de hélice-a, de forma que para assumir a conformacao de fibra nao
é necessario superar uma alta barreira energética, como visto na Figura 6. Os mapas de
contato, junto as projecoes do ELViIM, confirmam que a A342 possui uma maior propensao
em formar folhas-5 do que a AB40 e seus mutantes, algo que ja havia sido notado em
trabalhos anteriores com monomeros de amildides [32]. A Figura 10 exibe a diferenga dos
mapas de contato para as demais mutacgoes, nos quais os resultados sao semelhantes aos

observados para a FE22Q).

4.2 Proteinas de repeticoes

Os resultados com as proteinas de repeti¢oes foram divididos de acordo com o
grau de complexidade do sistema estudado, isto ¢, de acordo com o nimero de repeticoes

presente em cada proteina.
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Figura 8: Distribui¢ao de energia livre das mutagoes de AS40 com o caminho de menor

energia livre destacado em amarelo.
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Figura 9: Diferenca entre os mapas da média de contato para as regioes de menor energia

livre com as regioes de alto gser para as estruturas de A340, AB42 e E22Q.
4.2.1 3 repeticoes

O estudo do enovelamento da anquirina de trés repetigoes (PDB 1NOQA) se
iniciou a partir das dinAmicas moleculares realizadas por Gonzalo R. Parra. A Figura
11A apresenta um comportamento tipico de uma proteina de dois estados, com os estados
enovelado e desenovelado separados por uma barreira igual a 19.3 kT, localizada por volta
de Qo ~ 0.35, com o estado enovelado em Qo =~ 0.85. A fim de investigar o mecanismo de
enovelamento, foi analisado como o valor de Qo local evolui para cada residuo em funcao
da coordenada da reacao Qo global (Figura 11B). Nessa figura, o eixo y corresponde ao Qo
global, enquanto o mapa de cores corresponde ao Qo local, que é calculado pela média do

Qo para cada residuo sobre todo o conjunto de conformagoes com um dado valor de Qo
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Figura 10: Diferenca entre os mapas da média de contato para as regidoes de menor energia

livre com as regioes de alto gy, para as estruturas das mutacoes de A340.

global. E possivel perceber que as interacdes nativas nao sao distribuidas simetricamente.
Os contatos nativos comegam a se formar através de alguns residuos nas repeticoes R1
e R2, conforme Qo se aproxima do estado de transicao, por volta de 0.3. Conforme o
Qo global aumenta, a repeticao R3 comeca a enovelar em Qo ~ 0.6. As Figuras 11A e
11B demonstram que o enovelamento é altamente cooperativo, com a nucleacao iniciando
em algumas regioes de R2 e em algumas partes da regiao do N-terminal. Contudo, é
importante notar que o Qo local de alguns residuos em R1 diminui ligeiramente quando o Qo
global varia na faixa de 0.6 a 0.8. Diferentes mecanismos podem explicar essa observacao,
como multiplos caminhos paralelos, mecanismo de backtracking ou armadilhas cinéticas.
Entretanto, nao é possivel destinguir entre esses mecanismos somente a partir do perfil de
energia livre em relacao a QQo. As superficies de energia dessa proteina analisada por meio
do ELViIiM resulta em um espaco de fase efetivo 2D, como demonstrado na Figura 11C.
Nesta projecao cada ponto foi colorido de acordo com seu valor de Qo global. E possivel
notar que as conformacgoes desenoveladas populam a regiao superior esquerda da projecao
(azul escuro), enquanto que a regiao enovelada é composta de configuragoes aglomeradas
na parte vermelha central (regido I). De acordo com o perfil de energia livre na Figura
11A, os estados de transi¢cao possuem um valor de Qo igual a 0.3 e sao representados pelos
pontos em azul claro. Essas estruturas de transicao entao dividem-se em dois caminhos

distintos que ligam a area enovelada a desenovelada, pela parte inferior (regido II) ou
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alternativamente pela parte superior (regiao I1I) da proje¢ao. Podemos ver que ha uma
grande densidade de estados na regiao II, sugerindo que essa ¢ a rota de enovelamento mais
favorével. Para distinguir entre essas regides calculou-se o mapa de contato médio para as

conformagoes selecionadas que pertencem a cada uma dessas regides (Figuras 13 e 14).

Esses mapas de contato demonstram que a regiao III é composta de estruturas
no qual as repeticoes 2 e 3 estao parcialmente enoveladas, enquanto que a regiao II é
composta de estruturas no qual as repeticoes 1 e 2 estao parcialmente enoveladas. Essa
analise também revela que esses estados de transicao possuem quase os mesmos valores de

Qo global apesar de serem bastante diferentes estruturalmente.

Em seguida, foi examinado se a regiao II é de fato o caminho de enovelamento
cineticamente mais favoravel simulando um conjunto de dindmicas nao enviesadas com o
AWSEM-MD e reconstruindo a projecao 2D contendo estruturas de ambas as dinamicas, com
e sem viés (Figura 12C). Apesar de as simulagoes com o Umbrella Sampling apresentarem
uma ampla exploragao do espaco de fase conformacional, a amostragem nao enviesada
mostra claramente que ha um caminho preferencial em direcao ao estado nativo pela regiao
IT. Além disso, foi construida uma representacao 3D desse espaco de fase efetivo com a
insercao de um terceiro eixo, correspondendo ao Qo global. Na Figura 11D, as cores dos
pontos correspondem & energia total de cada conformagao, com as estruturas da simulagao
sem o Umbrella destacadas em preto e o estado nativo no minimo global. Essa projecao
3D possui a forma de um funil e é exibida em trés diferentes angulos. Com ela é possivel
distinguir a rota principal que leva ao estado nativo, que é composta pelas estruturas em

preto e as da regiao II agrupadas em seu meio.

E importante destacar que as conformacoes da regido III (Fig. 11C) nao foram
amostradas na simulagao nao enviesada, o que sugere que sao estados de transicao de alta
energia. Esse resultado é consistente com a discussao de Choe et. al. [33]. O fato de que
as conformacoes dessas duas rotas paralelas possuem Qo global semelhante, mas podem
nuclear a partir do C ou N-terminal leva ao aparecimento do backtracking que foi observado
ao ordenar as estruturas apenas por seu Qo global, como mostrado na Figura 11B. Assim, o
EIViM demonstra que utilizar apenas uma analise unidimensional nem sempre é o suficiente

para distinguir entre estes dois conjuntos de rotas paralelas.
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Figura 11: Anélises das trajetorias enviesadas da anquirina com trés repeti¢oes. A) Perfil
de energia livre em funcdo da coordenada Qo. B) Grau de enovelamento de cada residuo
em func¢ao de Qo com a cor indicando o Qo médio local para um residuo em relagao ao
conjunto de estruturas do Qo global. C) Espago de fase conformacional projetado através
do ELVIM em func@o de Qo. D) Projegao tridimensional das trajetérias enviesadas da
3ANK em fungao da energia total da dindmica com as estruturas nao enviesadas destacadas

em preto e o eixo Z correspondendo & coordenada Qo.

Ry (4

Figura 12: Projegao bidimensional do espaco de fase conformacional da 3ANK em (A)
funcao do raio de giro e (B) em funcao da coordenada Quw. (C) Projegao destacando as

estruturas nao enviesadas em vermelho com as conformacoes enviesadas em cinza.
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Figura 13: Mapa de contato médio para as estruturas da 3ANK que correspondem as

diferentes regides da projegao do ELVIM (destacadas em vermelho).

Figura 14: Mapa de contato médio para os estados de transicao da 3SANK com os mesmos
valores de Qo global. A diferenca entre essas conformagoes combinada com o fato de que

possuem valores similares de QQo é a razao por tras do aparente backtracking observado na

Figura 11B.
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4.2.2 4 repeticoes

Partindo novamente das dinamicas e dos resultados obtidos por Gonzalo, vemos
que a anquirina de quatro repeticoes apresenta um comportamento semelhante a de trés,
com um perfil de energia livre tipico de um sistema de dois estados com uma barreira de
19.5 kT em Qo =~ 0.4 e com o estado enovelado em Qo ~ 0.8 como visto na Figura 15A.
Analizando o Qo local em fungao do Qo global (Figura 15B) é possivel ver que a nucleagao
também é assimétrica, iniciando préxima ao C-terminal e se propagando até o N-terminal
de forma cooperativa. No estado de transi¢do (Qo = 0.3), R3 e R4 ja estdo completamente
enovelados. No momento em que alguns residuos de R2 se enovelam (Qo ~ 0.4), R4
e alguns residuos de R3 parecem passar por um processo de desenovelamento que sera
revertido novamente quando QQo > 0.6. Esse fendmeno é semelhante ao que foi observado
com R1 na 3ANK e mais uma vez é explicado pela andlise dos mapas de contatos (Figuras
17 e 18) como uma sobreposigao de familias distintas de estruturas com o mesmo Qo
global. A projecao 2D do ELViM para a 4ANK (Figura 15C) se assemelha com a da 3ANK,
com o (Qo variando suavemente desde os estados desenovelados & esquerda até a regiao
enovelada na direita. Uma diferenga importante é que os estados intermediarios (exibidos
em azul claro com Qo = 0.5) ndo parecem conectar a regiao enovelada a desenovelada
por um caminho denso. Ao invés disso eles formam quase que dois blocos separados: (I)
um bloco que ¢ altamente populado (acima), e (IT) outro bloco que é altamente populado
abaixo da regiao enovelada. Os mapas médios de contatos disponiveis nas Figuras 17 e 18
indicam que a regiao I é populada por estruturas que possuem o N-terminal parcialmente
enovelado, enquanto que a regiao II é populada por estruturas que possuem o C-terminal
parcialmente enovelado. Assim, a superficie de energia do ELViM sugere novamente dois
caminhos de enovelamento paralelos e concorrentes. Como poucas estruturas parecem
ligar as regides desenoveladas as enoveladas através do caminho I, é possivel que essas
estruturas representem conformacoes de transi¢ao de alta energia. Para testar essa hipotese,
foi simulado um conjunto de trajetorias nao enviesadas com o AWSEM-MD e criado uma
nova projegao 2D que agora contém as estruturas com e sem viés (Figura 16C). Essa nova
projecao mostra que todas as trajetorias feitas sem o Umbrella Sampling seguem pela

regiao II, demonstrando a existéncia de um caminho de enovelamento favoravel.

Esse caminho pode ser melhor visto na projecao 3D da superficie de energia, exibido
em trés diferentes pontos de vista na Figura 15D, com a amostragem nao enviesada destacada

em preto. Nessa representacao, o aglomerado de energia intermediaria é claramente visto
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quase que desconectado do minimo da superficie (regiao I). Para determinar se esse cluster
corresponde as estruturas que também sao capazes de se enovelarem, foram realizadas
vinte dindmicas em cinco temperaturas diferentes, iniciadas a partir de estruturas da regiao
I e da regiao II. O resultado demonstrou que as conformagoes da regiao II foram capazes
de alcancar o estado nativo 76% das vezes, enquanto que as simulagoes que comecaram
a partir da regiao I tiveram sucesso apenas 37% das vezes. Isso indica que enquanto
o enovelamento pode ocorrer de ambas as regioes, as estruturas na regiao Il sao mais
propensas a alcancar o estado nativo, definindo o caminho destacado pelas trajetorias sem
a tendéncia do Umbrella como sendo preferencial sobre a rota com a regiao I. A Figura 19

exibe a taxa de enovelamento para ambas as regioes em diferentes temperaturas.
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Figura 15: A) Perfil de energia livre em fungao da coordenada Qo para a 4ANK. B) Grau de
enovelamento de cada residuo em fungao de Qo com a cor indicando o Qo médio local para
um residuo em relagdo ao conjunto de estruturas do Qo global. C) Projegao bidimensional
do espago de fase conformacional da 4ANK em funcdo da coordenada Qo. D) Projegao 3D
das trajetorias enviesadas em funcao da energia total da dindmica com as trajetoérias nao

enviesadas destacas em preto.
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Figura 16: Projecao bidimensional do espago de fase conformacional da 4ANK em A)
funcdo do raio de giro e B) em fungao da coordenada Qw. C) Projecdo amostrando as
estruturas obtidas com os dois tipos de simulac¢oes: as conformagoes nao enviesadas em

vermelho e as enviesadas em cinza.

Figura 17: Mapa de contato médio das estruturas de 4ANK correspondendo as diferentes

regioes da projegao do ELVIM (destacadas em vermelho).

4.2.3 6 repetigoes

As dindmicas da anquirina de seis repeticoes, que correspondem & proteina [kBa,
também foram realizadas por Gonzalo. Em contraste com a 3ANK e 4ANK, que sao

modelos sintéticos feitos de repetigoes idénticas produzindo estruturas altamente simétricas,
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Figura 18: Mapa de contato médio dos estados de transicao da 4ANK com valores
semelhantes de Qo global. A diferenca entre essas conformagoes combinada com o fato de

que apresentam valores proximos de Qo é o motivo por tras do aparente backtracking.

a [kBa é uma proteina que ocorre naturalmente com uma superficie de energia complexa
devido & sua larga matriz de repeticao e a presenca de insercoes e delecoes dentro e
entre algumas repeti¢oes. O perfil de energia livre (Figura 20A) apresenta apenas uma
pequena barreira em Qo ~ 0.6 que separa o estado enovelado em Qw =~ 0.8, de um estado
intermediario em Qo ~ 0.35, com esse estado correspondendo a duas repeti¢oes formadas
(R2 e R3) e quatro ndo enoveladas. Mais uma vez as analises de Qo local em fungao
de Qo global (Figura 20B) apresentam um aparente backtracking no enovelamento da
repeticao R1 entre Qo 0.6 e 0.8, que é explicado através da analise dos mapas da média
de contato presentes nas Figuras 21 e 22, que demonstram que mais uma vez o aparente
backtracking é causado por serem diferentes rotas de enovelamento com estruturas com Qo

global semelhante.

A Figura 20C exibe a complexa superficie de energia que guia o enovelamento,
com multiplos caminhos com clusters intermediarios levando ao estado nativo. E possivel
distinguir quatro regides diferentes baseadas na coordenada Qo: (1) a regiao azul escura
(entre 0 e 0.2) no fundo, correspondendo aos estados desenovelados; (2) a regiao azul clara

(entre 0.3 e 0.4) na esquerda, correspondendo aos estados intermediérios; (3) a regiao verde
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Figura 19: Taxa de enovelamento para a regiao I e regiao 11 da 4ANK para cada temperatura

diferente.

clara (por volta de 0.5) ao meio superior, correspondendo aos estados de transigao e (4)
a regiao que vai de laranja ao vermelho (0.7 para 1.0) a direita, correspondendo do pico
da barreira de energia livre a conformacgao totalmente enovelada, mapeando o processo
pelo qual a proteina enovela. A complexa superficie de energia é melhor ilustrada pela
projecao 3D na Figura 20D, na qual é possivel ver que as regides de alto Qo estao quase
que completamente desanexadas do resto do funil, com poucos caminhos as conectando.
Além disso, embora esta proteina parega altamente simétrica, as rotas de enovelamento nao
sao igualmente populadas, o que revela uma assimetria em seu enovelamento. E necessério
destacar que a [kBa encontra-se apenas parcialmente enovelada em seu estado livre, e se

enovela completamente apenas quando interage com a NFxB, seu parceiro ligante [34].

As projecoes bidimensionais do ELViM, que permitem melhor enxergar a for-
macao de cada repetigdo (para cada sistema) estdo dispostas nas Figuras 23, 24 e 25

respectivamente.
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Figura 20: Analises das trajetorias da 6ANK. A) Perfil de energia livre em fungao da
coordenada Qo. B) Grau de enovelamento para cada residuo em fungao de Qo, com a cor
indicando a média do Qo local para um residuo sobre o conjunto de estruturas de um dado
Qo global. C) Espago de fase conformacional da 6ANK visualizado através do ELVIM em
funcao de Qo. D) Projegao tridimensional das trajetorias em func¢ao da energia total da

dindmica, com o eixo Z correspondendo & coordenada Qo.
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Figura 21: Mapa de contato médio das estruturas da 6ANK correspondendo as diferentes

regioes da projegao do ELVIM (destacadas em vermelho).
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Figura 22: Mapa de contato médio dos estados de transicao da 6ANK com mesmos
valores de Qo global. A diferenca entre essas conformagoes combinada com o fato de que

apresentam valores proximos de Qo é o motivo por tras do aparente backtracking.
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Figura 23: A) Grau de enovelamento de cada residuo em fungao de Q). B) Projecoes
bidimensionais para as trajetérias enviesadas da 3ANK em funcdo de Q7" para cada
repeti¢do. C) Projegoes bidimensionais para as trajetorias nao enviesadas da SANK em

funcao de Q" para cada repeticdo.
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Figura 24: A) Grau de enovelamento de cada residuo em fungao de Qo. B) Projecoes
bidimensionais para as trajetérias enviesadas da 4ANK em funcdo de Q7" para cada
repetigao. C) Projegoes bidimensionais para as trajetorias ndo enviesadas da 4ANK em

funcao de Q" para cada repeticao.
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Figura 25: A) Grau de enovelamento de cada residuo em fungao de Qo. B) Projecoes
bidimensionais para as trajetérias enviesadas da 6ANK em funcdo de Q7" para cada

repeticao.

5 Conclusoes

As superficies de energia foram analisadas através do método ELViM para dois
sistemas diferentes: A IDP [S-amiloide e as repeticoes de anquirina, especificamente de trés,

quatro e seis repeticoes.

A natureza desordenada e a alta flutuacao das IDPs resulta em uma superficie
complexa de alta dimensionalidade, além do fato de que a falta de estrutura nativa também
implica na falta de uma coordenada de reacao adequada. Por meio do ELViM foi possivel
explorar as mudancgas conformacionais nas formas monoméricas das Af3, o que revelou que
uma pré disposi¢ao para agregacao possivelmente possui uma relagao direta com o contetido
de folhas- dos monomeros, uma vez que a Af42 e os mutantes, que possuem altas taxas
de agregacao, apresentam em suas rotas uma barreira de energia menor que a presente na
AB40. Além disso, a localizagao dos estados fundamentais nas projecoes revelam que a
maioria dos contatos necessarios para iniciar a formagao de fibras ja estao formados na

A (42 e nas mutagoes, enquanto que a AB40 precisa desfazer suas hélices primeiro.

Ja os resultados para as proteinas de repeticao confirmaram as expectativas de

que suas superficies sao de fato afuniladas em direcao ao estado nativo. Contudo, a
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ocorréncia de estados intermediarios e a localizagao dos estados de transi¢ao sao governadas
pela topologia mais detalhada de cada proteina. Vemos também que, mesmo quando a
topologia parece ser altamente simétrica, a populagao de rotas de enovelamento acaba sendo
fortemente assimétrica. Todos os trés sistemas parecem retroceder a formagao de alguns
elementos quando monitorados utilizando somente a média do Qo local, efeito que pode
ser entendido como decorrente de serem estruturas diferentes de rotas de enovelamento
paralelas que possuem o mesmo Qo global. E provéavel que & medida que essas matrizes
de repeticao crescem, a cooperatividade entre as repeti¢oes decai, conforme a energia das
interfaces de tamanho finito deve ficar cada vez mais forte para superar a entropia de
incorporar uma nova repeticao [35]. Isso é observado para o maior sistema que foi analisado
nesse trabalho, a IkBa, que tem uma regiao bastante plana da superficie que consiste
em um subdominio enovelado de cerca de 3 unidades de repeticao consecutivas, o que
¢é consistente com o conjunto estrutural proposto para esta proteina no estado livre nao

ligado e que esté fortemente relacionado ao seu mecanismo funcional [36].

Através do Energy Landscape Visualization Method foi possivel analisar as superfi-
cies de energia de sistemas que até entao apresentavam empecilhos em seu entendimento
devido as suas naturezas. Os resultados obtidos confirmaram algumas hipoteses ja existentes

e revelaram novos mecanismos pelos quais esses sistemas atuam.
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A Descricao da representagao coarse-grained

Na representacao estrutural do AWSEM, a posigao e orientacado de cada aminoacido é descrita
pela posigdo de seus atomos de Cy, Cg e O (com excecao da glicina, que néo possue o atomo de Cj). A

posicao dos demais atomos da cadeia é calculada assumindo uma geometria ideal:

ryi = 0.48318r¢,, | + 0.70328r¢,. — 0.18643r0,

ai—1

rer = 0.44365rc, , +0.23520rc,,,, + 0.32115r0, (14)

ru, = 0.84100rc,, , + 0.89296r¢,, — 0.73389r0,

ai—1

onde ry, é a posi¢ao do hidrogénio que esté ligado ao nitrogénio da cadeia.

B Campo de forca do AWSEM

A funcao de energia total é descrita da seguinte forma:

V;fotal = %ackbone + chom‘/act + ‘/E)urial + VHB (15)

Vhackbone € 0 termo responséavel por manter a geometria da cadeia principal. A forma completa

desse potencial de cadeia é expressa por:

%ackbone = chon + chhain + VX + Vrama + Vvea:cl (16)

no qual V,,, garante a conectividade da cadeia por meio de uma série de ligagoes harmoénicas:

N
_ E 0 2 0 2
Vcon = )\con |:(TCM‘,OL' - TCMOi) + (Tcaicﬂii - TCM:C'BQ-) :|

+>\can [(TC’MCM - rg'm-cm-)Q + (roicai - r%icai)Q}

0

onde os valores de A.,, € as distancias de equilibrio " sao tabelados a partir de dados experimentais,

disponiveis na documentagao original [28].

Os angulos de ligagao corretos em torno dos atomos de C, sao obtidos através do potencial

Vehain, que também utiliza de potenciais harmoénicos, como mostrado a seguir:
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N N—1 N—1
2 0 2 2
Vehain = Achain E (rN.cs — TNics)? + E (reice: —Tre,,)” + E (ry,cr — 13, o) (18)
=2 1=1 1=2

Vy € o termo responsavel pela quiralidade do Cl,, expresso como:

N-1
Vi = Ax (xi — x0)° (19)
1=2
onde
Xi = (rcécai x rCaiNi)rCaiCﬂi (20)

Para reproduzir a distribuicao experimental do &ngulos diedrais da cadeia é utilizado o potencial

de Ramachandran, V,qmq-

N—1
V;”ama = rama Z Z W €Xp —0j w(b COS(d) ¢0_j) - 1)2 + Wap; (COS(T/% - wOJ‘) - 1)2 (21)
=2 3
O primeiro e o tltimo residuo, assim como o residuo de glicina, ndo estdo incluidos nesse potencial.
¢; € o angulo diedral entre os atomos de C|_,;, N;, Cy e C'; e 1); é 0 angulo diedral entre os atomos de NV;,

CO“ C'e Ni—i—l-

Vezer € a interagao de volume excluido que fornece uma repulsao entre os atomos proximos,

impedindo-os de se sobreporem. Seu potencial é definido como:

Veaccl = )\excl Z 6(r01,0j - TeC;r:)(TCi,Cj - Tgc)Z + /\excl Z @(TO'L,OJ' - Tgc)(TOi,Oj - 7’20)2 (22)
ij ij
onde r =3.5A para separagao de sequéncia menor que 5 e 4. 5A caso contrario, enquanto que
—3.5A para qualquer separagao de sequéncia. O subscrito C' refere-se a ambos C,, e C. Os indices
i e j sao os indices dos atomos, que variam sobre todos os pares de C' e O que nao estao diretamente

conectados por V,,,. Por fim, © é a funcao de Heaviside.
Esses sao os potenciais que compoem o potencial de cadeia Viygcrpone-

O proéximo termo é o potencial de contato, Vioptact € para descreve-lo é util definir dois intervalos
de distancias entre C3-C, que daqui em diante serdo identificados pelo sobrescritos I e 1. O primeiro

intervalo de distancia vai de 7!, =4.5A a . =6.5A. O segundo intervalo vai de !, I =6.5A a

ma

rl I =9.5A. Se os atomos de Cg de dois residuos i e j estao separados por uma distancia entre /. e

rk . entdo a fungao O

max)

ij» dada na Equacao 23, seréd igual & 1; caso contrario sera 0. Ela muda suavemente

de 1 para 0 préoximo aos extremos dos intervalos de distancia.
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Ol = 3 (1 + tanbln(ri; — 7l ))(1 + tanhlnrs; — rt,,) (23)

Ao somar @Z- sobre todo o j é possivel obter o nimero de residuos no pogo-u dos residuos i. A

densidade local, p;, dos residuos ¢ é definida como p; = Zjvzl @fj.

Definindo @fj é possivel entao descrever V.oniact, que € o termo de interacao de contato entre
residuos distantes na sequéncia. Esse termo é composto por dois outros potenciais: Vyireet € Vipater. Vidirect

é um potencial aditivo par a par:

N
Vdirect = _)\direct Z Yij (aia aj)@fj (24)

j—i>9
onde 7;; é a distancia Cg-Cp entre os residuos ¢ e j, e v;5(a;, a;) é uma constante especifica do

tipo de residuo.

Vwater € um termo de interagao de varios corpos que alterna entre pesos de interacao mediados

por dgua e mediados por proteinas dependendo da densidade local em torno dos residuos de interagao.

N
Viater = =Mwater Y O4 (0577 (ai, a5) + ol A5 " (a, ;) (25)
j—i>9

prot

onde o®% e 0 Sao as funcoes de comutagao:

ij

a;”jat = %(1 + tanh[n. (p; — po)]) (1 + tanh[n, (p; — po)])

Ufjmt =1-op" (26)

t .
no qual J}j“t e ijm variam suavemente de 0 a 1 e de 1 a 0, respectivamente, como nenhuma das

densidades locais, p; e p; excedem o limite po=2.6.

O termo de enterramento Vj,,.iq; € outra interacao de varios corpos que é baseada em uma

propensao particular do tipo de residuo para estar em um ambiente de baixa, média ou alta densidade.

N 3
1
%urial = _5)\burial E E 7burial(ai7 Pz)(tanh[n(m - pfnzn)] + tanh[n(pl;naw - pz)D (27)
i=1 p=1

O potencial de ligagao de hidrogénio Vg p é composto pela soma de outros trés termos:

Vue = Vg + Vp_apr + Vhetical (28)
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Os primeiros dois termos sdo termos de ligacdo de hidrogénio 8. O potencial V3 é composto
de termos que corrigem e determinam a geometria da ligagao de hidrogénio 8, enquanto que o potencial
Vp_ap permite que uma cadeia de proteina adote conformagcoes proximas as de folhas-3 paralelas ou
antiparalela antes que as ligacoes de hidrogénio sejam totalmente formadas. A forca deste potencial é
escolhida para que as estruturas possam facilmente se desmontar e se recompor. Ambos os potenciais sao
construido a partir do somatorio valores experimentais tabelados, e se encontram no material suplementar

da documentagao do AWSEM [28].

Por fim, o termo Viejicar € 0 potencial responsavel pela formagao de hélices-a.

N—4
Vhelical = —Anelical Z (f(az) + f(ai+4))('7prot0'£:f4 + 'Ywato'zyji(i4) X
1=1

(29)
oxp | — (7"1‘(,)1‘114 - <7"ON>)2 B (no,ﬁz; - <7'OH>)2
P 202ON 20(2)H

onde f(a;) é a probabilidade de encontrar o residuo ¢ em uma hélice. Todos os tipos de
aminoécidos tem valores positivos entre 0 e 1 com excegao da prolina, uma vez que nao possue um
hidrogénio de cadeia de amida e portanto s6 pode ser um aceptor de ligagao de hidrogénio, nunca um
prot

doador. Para refletir esse comportamento é utilizado f(a;4+4)=3.0 se o residuo i + 4 for uma prolina. g

e a;",”]‘?t sao os mesmo que os da Equacao B. 7.t ¢ a constante da forga de interagdo quando ambos os
residuos se encontram na parte interna da proteina (enterrados). Quando os residuos estao expostos a
agua, é permitido que eles formem ligagoes de hidrogénio com as moléculas de dgua vizinhas, de forma que

formas essas ligagoes entre eles mesmo néo é tao favoravel.

Todos os valores das constantes presentes nos potenciais estao tabeladas e disponiveis no material

suplementar da documentagao original [28].



