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RESUMO

A auséncia de metais ligados (proteina Apo) e mutacbes na enzima superéxido
dismutase humana (SOD1) tem sido associado com a doenca Esclerose Lateral
Amiotréfica (ELA). A ELA é uma doenca neurodegenerativa, que causa a morte de
neurbnios motores, tanto do cértex cerebral quanto da medula espinhal, levando o
portador a um estado avancado de atrofia muscular. Acredita-se que, no mundo, a
prevaléncia de ELA seja de 3-8 portadores para cada 100 mil habitantes. Utilizando
o modelo baseado em estrutura, e modificando a energia de interacédo entre residuos
de aminoécidos do sitio de ligacdo ao metal, e entre a ligacdo dissulfeto C57-C146,
detectamos diferencas entre o enovelamento do monémero apo e holo, nas formas
oxidada e reduzida, da SOD1. A presenca de ions metdlicos claramente diminui a
barreira de energia livre e também sugere que o caminho de enovelamento sofra
mudancas para atingir o estado nativo. A cinética de enovelamento das formas apo
também se correlaciona com a quantidade de barreira de energia livre no processo de
enovelamento. Além disso, a estabilidade do estado nativo € significativamente
afetada pela auséncia de ions metélicos. Quanto a ligacédo dissulfeto, os resultados
mostram que a sua auséncia diminui a estabilidade da estrutura nativa e afeta menos
o estado de transicdo, sugerindo que esta seja feita tardiamente no processo de
enovelamento. Além disso, investigamos o efeito da concentracdo no enovelamento
do dimero, e, incluindo simula¢gdes com o método ABF, buscamos elucidar algumas
guestbes sobre o processo de dimerizacdo da SOD1 na presenca e auséncia de

metais.

Palavras—chave: modelo baseado em estrutura, SOD1, ELA, Método de forca
adaptativa.



ABSTRACT

The absence of bound metals (Apo protein) and mutations in the Cu-Zn Human
Superoxide Dismutase (SOD1) have been associated with Amyotrophic Lateral
Sclerosis (ALS) disease. ALS is a neurodegenerative disease, which causes the death
of motor neurons in both the cerebral cortex and the spinal cord, leading to an
advanced muscle atrophy state. It is believed that in the world, the ALS prevalence is
3-8 per 100,000 inhabitants. Using a structure based-model and modifying the energy
of interaction between amino acids residues in the metal-binding site and between the
disulfide bond C57-C146, we detected differences between the folding of the apo and
holo, oxidized and reduced monomeric SOD1. The presence of metal ions clearly
decreases the free energy barrier and also suggests that the folding pathway may
change to reach the native state. The kinetics of folding of the apo forms also correlates
with the amount of free energy barrier in the folding process. In addition, the stability
of the native state is significantly affected by the absence of the metal ions. As
regarding to the disulfide bond, the results show that its absence decreases the stability
of the native structure and affects less the transition state, suggesting that it is possible
made late in the folding process. Futhermore, we investigated the effect of the
concentration on the dimer folding process, and including all-atoms simulations and
ABF method, we search to elucidate some questions about SOD1 dimerization

process.

Keywords: structure-based model, SOD1, ALS, Adaptive Biasing Force.
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Capitulo 1
Introducao

Grande parte das transformacoes moleculares envolvidas no metabolismo celular
sao mediadas via catalise protéica. As proteinas, além de desempenharem fungoes
cataliticas, também exercem funcoes estruturais e regulatérias nas células (1). E de
grande valia o conhecimento da estrutura protéica para inferirmos aspectos relacionados
a funcao desempenhada por cada proteina, porém, além dos parametros estruturais,
também é de suma importancia o conhecimento dos fatores fisico-quimicos que regulam
o processo de estruturacao das proteinas. Para desempenharem uma func¢ao biolégica
nas células, as proteinas devem se moldar em uma estrutura tridimensional funcional,
chamada de estrutura nativa (I}). O mecanismo, que as levam de uma estrutura linear

primaria até uma estrutura funcional, é chamado de enovelamento.

Nas ultimas décadas, a teoria da superficie de energia tem obtido grande sucesso
em explicar aspectos qualitativos e quantitativos envolvidos no estudo tedrico e experi-
mental do enovelamento de proteinas (2-9). Nesta teoria, conceitualmente, a superficie
de energia possui uma forma afunilada, como representada na Figura Utilizando
conhecimentos termodinamicos, considera-se que no topo deste funil de energia ha
uma alta entropia conformacional dada a grande quantidade de estruturas desenovela-
das possiveis para uma mesma proteina. A medida que a proteina comeca a se enovelar
e formar contatos entre pares de residuos de aminoacidos que diminuem a sua energia
global, temos que esta comeca a ser direcionada para o estado nativo, minima energia

do sistema, passando por estados parcialmente enovelados (I0]).

Para conseguir se enovelar em um tempo habil para desempenhar uma funcao
biolégica, a superficie de energia deve ser ingrime o suficiente para que a proteina con-
siga passar por algumas rugosidades e minimos locais (5, T2HI6), ocasionados devido ao
que chamamos de frustracao (12). A frustragao energética em proteinas acontece de-

vido a impossibilidade de satisfazer de forma concomitante todas as interagoes que sao



Figura 1.1: Diagrama esqueméatico do relevo da superficie de energia. Esquerda:
Funil de enovelamento com alta entropia conformacioal no parte superior, e baixa energia e
entropia na parte inferior, onde esta localizada a estrutura nativa das proteinas. Direita: Per-
fil de energia livre em fungao da fracao de contatos nativos Q formados. @), = Conformagao
desenovelada. Q75 = Conformacao no estado de transicao. )y = Conformacao enovelada.

Energia

Fonte: Figura adaptada de Oliveira et al (11J).

energeticamente favordveis para o enovelamento (I7H20)), de tal forma que a proteina
necessite fazer alguns contatos entre pares de residuos de aminoacidos que terao de
ser desfeitos ao final do processo. Estes contatos, por nao estarem presentes na es-
trutura nativa, sdao chamados de contatos nao-nativos. Apesar da evolucao natural
das proteinas ter sido responsavel por fazer com que o estado nativo seja minimamente
frustrado (I7HI9, 21] 22), estudos tém mostrado que um pouco de frustragao energética
pode favorecer o processo de enovelamento (23H25), principalmente nas proteinas que
formam mais contatos nao-nativos no estado de transi¢ao, do que nos estados deseno-

velados (Para maiores detalhes, veja artigo no Apéndice B).

O aprofundamento dos principios envolvidos no processo de enovelamento das
proteinas podem ajudar no fornecimento de respostas para alguns dos problemas da
genomica e da biotecnologia, como por exemplo no desenho consistente de farmacos e
enzimas, assim como na compreensao de mecanismos que podem ajudar no controle
de doengas genéticas (26]) e neurodegenerativas, incluindo as doencas de Alzheimer,
Parkinson e Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) (24, 27, 28)). A ELA, por exemplo, é
uma doenca neurodegenerativa que causa a perda dos neuronios motores, levando seus
portadores a ficarem incapazes de realizar qualquer tipo de movimento voluntario, tal
como andar, falar e engolir. Acredita-se que por ano, no mundo, surja de 2-3 novos
casos de ELA a cada 100 mil habitantes (29).
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Mais de 100 tipos de mutagoes na enzima SOD1 tém sido encontradas em pa-
cientes portadores de ELA (27, 28, 30)), e falhas no enovelamento da SOD1 tém sido
relacionadas com a formacao de agregados de fibras amiléides. Tais agregados sao
tipicos e caracteristicos de outras estruturas amiloidogénicas encontradas em outras
proteinas relacionadas com doencas neurodegenerativas (31). A Zn,Cu Human Su-
perozide Dismutase (SOD1) é uma enzima homodimérica na qual cada monomero é
formado por 153 aminodcidos, um fon de zinco e um de cobre (32H34)), como repre-
sentada na Figura [1.2l Esta enzima, em sua forma holo nativa, protege as células do
stress oxidativo, catalisando a dismutacdo do radical superéxido (O3') em oxigénio
molecular e peréxido de hidrogénio (35, [36). Os fons de Zn e Cu, além de desempenha-
rem um papel importante na atividade enzimatica da SOD1, também atuam de forma
fundamental na manutencao estrutural e na estabilidade da enzima nativa: principal-
mente na manutencao do Loop IV e Loop VII, os quais sao resposdaveis por formar um

gradiente eletrostatico que guia o superdxido até o sitio ativo.

Figura 1.2: Representagao esquematica do homodimero da Superéxido Dismutase
de humanos (SOD1). PDB code: 1HL5. As folhas-/3 2,3 e 6 estao destacadas em azul. Em
verde temos a regiao do Loop Eletrostatico (Loop VII, residuos 121-142 de cada monoémero).
As esferas na cor ciano representam o Ca dos residuos que se ligam ao cobre e ao zinco.
As esferas amarelas representam os Ca das cisteinas 57 e 146. As esferas em rosa, indicam
a localizagao dos residuos 47 e 117, os quais apresentam um elevado valor-¢ (37, 38]). As

\

w. A“
\

N
)

.
1
)

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Em sua forma nativa, holo e com a ponte dissulfeto entre a C57 e C146 oxidada,
a SODI1 é altamente estavel, apresentando temperaturas de enovelamento superiores a
90°C (40)), assim como tem sido mostrado por experimentos envolvendo desnaturacao
quimica ou térmica. Mutantes da SOD1 que perdem a capacidade de se ligar aos me-

tais (36, 41H44)) apresentam uma estabilidade menor, reduzindo a sua temperatura de
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melting para valores em torno de 52°C. Acrescido a este fato, na auséncia da ponte
dissulfeto entre as cisteinas 57 e 146, a SOD1 apo fica ainda menos estavel, com tem-
peratura de enovelamento da ordem de 42°C, e se mostra mais propicia a permenecer

na forma monomérica (45, 40]).

Assim como outras metaloenzimas ou proteinas oligoméricas, os mecanismos
de enovelamento da SODI1 tém se tornado um problema complexo para se estudar
devido ao seu longo processo de maturacao pés-traducional (47)), como por exemplo: a
dimerizacao, a formacao de pontes dissulfeto, e a insercao dos metais. Apesar de todas
essas dificuldades, a superéxido dismutase humana tém sido intensamente investigada
nas ultimas décadas. Um grande nimero de publicagoes tém mostrado evidéncias que
mutantes da SOD1 podem agregar e levar ao desenvolvimento da Esclerose Lateral
Amiotréfica. No entanto, ainda ha na literatura discussoes a respeito do que pode
estar causando a doenca: se é a formacao dos agregados, ou da perda de funcao da
SOD1, pois, além das mutagoes, a auséncia dos ions de cobre e zinco também tém sido

associados como possiveis agentes para o comportamento patogénico da enzima (28)).

Medidas de atividade enzimatica indicam que cada monomero da SOD1 traba-
lha de forma independente um do outro quando a proteina esta em sua forma dimérica
nativa (48), porém, a atividade enziméatica do dimero é em torno de uma ordem de
grandeza maior do que quando cada monémero atua de forma isolada (49] 50). Neste
caso, o fato dos monomeros conseguirem desempenhar suas funcoes quando estao iso-
lados, e trabalharem de forma independente quando estao juntos no dimero, fizeram
surgir algumas questdes a respeito do porque a SOD1 seria uma proteina dimérica (50).
Por que a natureza produziria um dimero feito de dois monomeros idénticos que tra-
balham de forma independente? Além disso, outras questoes envolvendo: a presenca
da formacao de pontes dissulfeto, o papel dos metais e como eles podem afetar o pro-
cesso de enovelamento, assim como a presenca de estados intermediarios, sao elementos

relevantes no estudo do enovelamento da SOD1 descrito neste trabalho.

A técnica de Dinamica Molecular tém sido utilizada nas ultimas décadas para
ajudar na compreensao de alguns problemas enquadrados pela Fisica Bioldgica, e o
entendimento dos mecanismos de enovelamento de metaloproteinas diméricas tém sido
parte deste grande desafio. Simulacoes computacionais tem nos ajudado a obter um
maior conhecimento & respeito de como as proteinas se enovelam (5], 26, GIH53), e
o uso de modelos simplificados que levam em consideracao a teoria da superficie de
energia, tais como o Modelo Baseado em Estrutura (SBM) ({4 [54), tem sido capazes de
capturar algumas caracteristicas essenciais do problema de enovelamento de proteinas
(11, 23, 25 B4, B5). Tais modelos, apesar de serem simplificados, apresentam boa

concordancia com outros modelos e métodos, analiticos ou experimentais (2H5], 12 56~
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59).

Neste estudo, utilizando uma simplificacao do SBM, o SBM-C,,, nés buscamos
compreender quao bem estes modelos simplificados conseguem capturar o comporta-
mento termodinamico e cinético envolvido no enovelamento da SOD1, elucidando di-
ferencas entre o enovelamento do monomero na forma holo, apo, reduzida ou oxidada.
Além disso, ainda utilizando o SBM-C,,, investigamos o efeito da concentracao proteica
no enovelamento do dimero, e utilizando técnicas de simulagao computacionais mais
complexas, incluindo simulagoes com todos os atomos e solvente explicito, analisamos

o efeito da presenca e da auséncia dos metais no processo de dimerizacao.

12



Capitulo 2

Objetivos

Este estudo tem como objetivo compreender algumas informacoes a respeito do
processo de enovelamento da enzima superdxido dismutase de humanos (SOD1) utili-
zando técnicas de dinamica molecular, focando principalmente nas respostas para estas

quatro perguntas:
I) Qual o efeito dos metais (Zn e Cu) no enovelamento de cada monémero?;
IT) Qual o efeito da ponte dissulfeto (C57-C146) sobre o enovelamento dos monomeros?;
IIT) Quais as possiveis razoes para a enzima atuar na forma dimérica?;

IV) Como a auséncia dos fons metalicos de Zn/Cu afetam o processo de dime-

rizagao?

13



Capitulo 3

Metodologia

3.1 Dinamica Molecular

Simulacoes de Dinamica Molecular tém sido utilizada com frequéncia para inves-
tigagdo dos mais diversos comportamentos de biomoléculas em nivel molecular (60} [61]).
A quantidade elevada de atomos de uma macromolécula biolégica inviabiliza, atual-
mente, o seu estudo computacional pelas equacoes da Mecanica Quantica. A alterna-
tiva é usar a Dinamica Molecular, que utiliza os principios da Mecanica Classica para
descrever como variam as velocidades, posicoes e orientacao dos atomos em func¢ao do

tempo.

Para descrever o comportamento dos atomos ao longo de uma simulagao compu-
tacional por dinamica molecular, é necessario a utilizacao de potenciais que consigam
ser simples ao ponto de viabilizar a sua utilizacao, mas também serem capazes de cap-
tar de forma realistica o comportamento do modelo em estudo. A soma de todos estes

potenciais, que descrevem diferentes graus de liberdade, é chamado de campo de forga.

A forma do campo de forca pode variar dependendo do nivel de simplificacao
do modelo do sistema, mas em geral contém termos que descrevem interacoes entre
atomos ligados e nao-ligados, por meio de potenciais de longo e curto alcance, como
representado pelo campo de forga da equagao [3.1] Os trés primeiros termos do pro-
tencial descrevem interacoes entre atomos ligados, representando respectivamente: a
ligacao covalente entre dois atomos separados por uma distancia r, a distor¢ao angular
f formada por trés atomos ligados sequencialmente, e a tor¢ao em torno das ligacoes

quimicas formada pelo angulo diedral ¢ entre quatro atomos sequenciais:

14
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Os dois ultimos termos do campo de forca |3.1] representam as interagoes entre
atomos nao-ligados, sendo eles respectivamente o potencial de Lennard-Jones entre
atomos i e j separados por uma distancia r;;, e o potencial eletrostdtico de longo

alcance, representado pela lei de Coulomb, sendo ¢; e ¢; as cargas parciais dos atomos.

Definido o campo de forga, o proximo passo € escrever a Hamiltoniana do sistema
em fungao dos momentos das particulas (Energia Cinética) e das energias potenciais.
A partir do calculo da Hamiltoniana é possivel, por meio das equacgoes de movimento
da mecanica classica, acompanhar a evolucao temporal do sistema. Porém, por ser um
calculo complexo, hé a necessidade de utilizacao de métodos de integracao numérica
para que possamos, por meio de uma condicao inicial, determinar a posicao e as ve-
locidades dos atomos em um intervalo de tempo posterior. Alguns dos integradores

numéricos mais utilizados sdo o Velocit-Verlet e Leap-Frog (62).

3.1.1 Condicoes periddicas de contorno

Sistemas reais apresentam uma quantidade de atomos cuja ordem se equivale
ao numero de Avogadro, porém, simular de forma computacional um sistema deste
tamanho ¢ inviavel dado o poder computacional que temos hoje em dia. Deste modo,
as simulacoes computacionais sao realizadas com numero relativamente reduzido de
particulas que viabilizam a sua realizagao, no entanto, algumas condicoes causadas por
essa limitagao, tais como: efeito de borda e contorno do sistema, devem ser examinados.
Para minimizar estes efeitos, utiliza-se o método de replicacao das caixas de simulagao
por todo o espaco conformacional, e permitimos que quando uma particula 4 sai da
caixa de simulacao, outra particula ¢ idéntica, chamada de imagem, entre na caixa
de simulacao. Estes processos estao inseridos dentro do que chamamos de condicoes
periddicas de contorno (PBC), ilustrada na Figura [3.1] (a).

Ao permitir a entrada de uma particula imagem na caixa de simulacao, garanti-
mos que o numero de paticulas na caixa se mantenha constante ao longo do processo,

porém, ao utilizar condicoes periddicas de contorno e permitir esta entrada e saida
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de particulas, também é necessario garantir que a particula ¢ nao interaja com a sua

imagem ¢’ Para isto, delimita-se uma regiao por meio de uma esfera de interacao

que apresenta um Raio de Corte (Rc). Somente particulas cujo centro de massa estao
dentro dessa regiao limitada por Rec podem interagir. Por definigdo, Re < L/2, sendo
L o valor de menor dimensao dos lados da caixa de simulacao. A figura (b) ilustra

a aplicacao do Raio de Corte.

Figura 3.1: Representagao esqueméatica bidimensional da replicagao da caixa de
simulagao utilizando condigoes periédicas de contorno. (a) A caixa central (em cinza)
é replicada em todas as coordenadas espaciais que definem o sistema. Quando uma particula
1 da caixa central se desloca para uma caixa réplica, uma particula ¢’ automaticamente entra
na caixa central. Este mesmo processo acontece para as outras caixas, mantendo assim, a
concentragao inicial de particulas inalterada. (b) O Raio de Corte tragado a partir de uma
particula de interesse i, define uma regiao (em azul) de interacdo entre esta particula e as
suas vizinhas, de tal modo a impedir que ela interaja com a sua prépria imagem i’, e ao
mesmo tempo, com as particulas vizinhas e suas respectivas imagens.

(a) (b)
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Fonte: Figura extraida de (63)

3.2 Replica-Exchange (REMD)

Varrer o espago conformacional de uma forma ampla, de tal modo a captu-
rar a maior quantidade possivel de estados acessados por um sistema biolégico é um
problema a ser enfrentado, principalmente quando se estuda conformacgoes que estao
separadas por barreiras energéticas altas, como é o caso do enovelamento da enzima

SOD1 objeto de estudo deste trabalho. Para tratar este problema, utiliza-se o método
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de dindmica molecular por troca de réplicas (REMD) (64). Neste método, copias de
um determinado sistema sao colocadas para simular de forma paralela em condicoes
diferentes de temperatura (T), de tal forma a permitir a troca entre pares de réplicas
de acordo com uma probabilidade de transicao entre réplicas vizinhas, exemplificados
pela Equagao 3.2 Deste modo, é possivel que as réplicas vizinhas i e j troquem de con-
figuracao de acordo com a probabilidade de transicao baseado nas energias potenciais
(U) das réplicas vizinhas, e da frequéncia imposta de forma externa pelo utilizador do

método.

P& j) = min (1,6:6}9 l K;Ti - K;Tj] (U, - Uj)) (3.2)

3.3 Modelo Baseado em Estrutura (SBM)

E dito um modelo baseado em estrutura (SBM) qualquer modelo que utiliza
parametros estruturais obtidos por técnicas experimentais (cristalografia de raios-X e
ressonancia magnética nuclear), a fim de construir o potencial energético que define as
conformacoes de uma dada proteina. Os parametros da expressao do campo de forga
sao obtidos a partir dos dados estruturais da proteina ja enovelada, de tal forma que,

o minimo de energia corresponde a conformacao da estrutura nativa da proteina.

No caso dos modelos minimalistas baseados em estrutura, a primeira simpli-
ficagao se refere ao potencial de interagao entre os componentes do sistema. A segunda
se refere aos proprios componentes do sistema: todos-os-atomos ou somente carbo-
nos alfas (C,). Aplica-se o modelo com todos-os-dtomos quando as informagoes sobre
as cadeias laterais sao importantes para o entendimento do problema em estudo, caso
contrario, pode-se utilizar o modelo C,, (54)) , pois, além de ser o modelo melhor testado
e utilizado pela comunidade cientifica, permite uma economia de tempo computacional

de até 10 vezes se comparado ao modelo com todos-os-atomos.

3.3.1 Modelo C, - Vanilla

A simplicidade do modelo Ca esta baseada na referéncia a cadeia de residuos
de aminoacidos como uma cadeia de esferas simples centralizadas nas posicoes dos
carbonos alfas. Tais esferas sao mantidas juntas por meio de ligacoes e angulos de
interacao, e a geometria nativa fica contida no potencial diedro e no termo de interacao

nao-local (54).
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A expressao que define a energia de uma configuracao I" baseada na conformacao

nativa I'Y para o modelo C, ¢ dada por:

VLT = 3 e(r—ro)?+ 3 elf —6)?

bonds angles
1
+ ) e { [1 — cos( ¢ — qbo)] +3 [1—cos(3(¢— qbo))]} (3.3)
backbone
di ‘ 12 dl ‘ 10 12
+ Y e |5(%) —6 (T} |+ T ene (€
contacts Tij Tij non—cont ij

De acordo com a expressao [3.3] o potencial que rege este modelo é calculado
via a contabilizacao de 5 termos referentes a algumas das interagoes que atuam na
estrutura nativa. O primeiro termo remete a um potencial harmoénico representando
a ligacao entre dois carbonos a adjacentes, no qual ry é a distancia entre os dois
carbonos « ligados entre si na estrutura nativa. A segunda somatoria também forma
um potencial harmonico, mas desta vez, um potencial harmonico angular formado por
trés carbonos o em sequéncia na cadeia polipeptidica, no qual 6y é o angulo formado
pelos trés residuos na conformagao nativa. Ja o terceiro termo da expressao [3.3, é uma
funcao de trés minimos, que leva em consideragao a torcao realizada pela cadeia, no
qual, ¢y é o angulo diédro formado por quatro carbonos a em sequéncia. O quarto
termo contabiliza a interagao entre o carbono «; e o carbono a;; que formam um contato
na estrutura nativa, para isso ¢ utilizado um potencial 10-12, no qual d;; é o valor da
distancia entre estes carbonos na estrutura nativa. Por fim, o ultimo termo remete a
todos os carbonos a que nao realizam contato nativo algum. Este termo é utilizado
para manter a distancia de maxima aproximacao entre os carbonos «, no qual oy¢
possui valor de 44 e estd correlacionado com o volume ocupado por um carbono no
modelo. As constantes: €., €, €5 € exc sao todas dadas em unidades de €, e valem,
respectivamente, 100, 20, 1 e 1 (23] 54)).

3.3.2 Coordenada de reacao

Coordenadas de reagao, ou parametros de ordem, sao utilizados para acom-
panhar os passos obtidos ao longo do tempo em uma simulacao computacional, ou
em experimentos in vitro. Na maioria dos estudos de enovelamento de proteina fei-
tos computacionalmente, utiliza-se a fragao de contatos nativos Q como parametro de

@
]

ordem. Esta coordenada de reacao nos diz quao préxima uma estrutura esta da

estrutura nativa. Tal comparacao é feita calculando ao longo da trajetoria simulada a
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quantidade de contatos realizados por cada residuo de aminoacido, comparando estes
contatos com um mapa pré-estabelecido obtido quando a proteina se apresenta em sua
forma enovelada. A fracao de contatos nativos Q é normalizada pelo nimero total de
contatos nativos, e varia de 0 a 1, de tal forma que quanto mais préximo de 1, mais

parecida estd a configuracao i com a conformagcao nativa da proteina.

A fragao de contatos nativos (Q) tem tido sucesso em explicar alguns fenémenos
relacionados com o enovelamento de proteinas, porém, experimentalmente, nao é possivel
dizer quais e quantos contatos os residuos de aminoacidos de uma determinada proteina

“t” do experimento. Neste caso, outras coordenadas de reacao

esta realizando no tempo
que podem ser obtidas também de forma experimental, parecem ser uma boa opcao
quando se busca comparar os dados computacionais com os experimentais. Neste caso,
parametros como o Raio de Giro (Rg) e Area Acessivel ao Solvente (SASA) fazem uma
correlacao melhor entre simulacao e experimento. O -Tanford é uma coordenada que
envolve a variacao dos valores de Rg, e pode ser calculada tanto de forma experimental
quanto computacional. Artigos experimentais de enovelamento da SOD1 utilizam o
B-Tanford para elucidar o perfil de energia livre durante o enovelamento desta enzima.

A equacao que remete ao calculo desta coordenada pode ser vista a seguir:

0, + by (RP — Ry)
f—Tanford = @ + 5, (RD — RY) (3.4)

Rf e R_f]v sao, respectivamente, os valores do raio de giro no “estado” desenovelado
e nativo. R, ¢ o valor do raio de giro para cada conformacao acessada pela proteina
durante a simulacao. Ao longo das nossas simulagoes, IR, recebe valores que depende
de cada conformacao acessada, ja os demais termos da equacao |3.4} sao mantidos fixos.
Assim como Q, o p-Tanford também tem seus valores entre 0 e 1, e quanto mais
proximo de 1, mais enovelada esté a proteina. Os termos a, e b, sao obtidos de forma
experimental dependendo do desnaturante que se utiliza para acompanhar o processo
de folding/refolding. No nosso caso, seguimos os valores determinados por Geierhaas

et. al. (65) que usam ureia como desnaturante.

O -Tanford também nos permite estimar os valores-m (m-values), os quais sao
quantidades fortemente correlacionadas com a quantidade de superficie hidrofébica
enterrada no processo de enovelamento. Esses valores também quantificam a coopera-
tividade do enovelamento e desenovelamento na presenca de desnaturante. A relacao

entre S-Tanford e os valores-m é dado pela pela equagao 3.5}

19



Mmp-rs

B—Tanford = (3.5)

mp-nN

em que D-TS indica a mudanga conformacional entre o estado desenovelado e o estado
de transicao, e D-N entre o estado desenovelado e o nativo. De posse de valores-m expe-
rimentais, é possivel usar este procedimento para provarmos quao bem nosso ensemble
de transicao, obtido computacionalmente, se correlaciona com os dados experimentais.
Essa é uma analise importante a se fazer quando se usa potenciais que sao baseados
em estrutura, na tentativa de verificar se outros ensembles, além do nativo, estd sendo

amostrado de forma confidvel.

3.3.3 Interacoes Nao-Nativas

O modelo SBM-C, tem se mostrado muito bom em acessar configuracoes lo-
calizadas depois do estado de transicao das proteinas, porém, acredita-se que a sua
representacao no estado desenovelado possa ser um pouco precaria. Desconsideradas
no modelo SBM-C,, Vanilla, as interacoes entre pares de aminoacidos nao-ligados que
caracterizam um contato nao-nativo, tém se mostrado importante para a compreensao
de fenomenos que nao sao bem explicados pelos modelos que nao levam em consideracao

a frustracao no enovelamento de proteinas (23, 25)).

Em estudo prévio (25), adicionando um potencial ao SBM-C, Vanilla para
contabilizar as interagoes nao-nativas durante o enovelamento, obtivemos como resul-
tado que a frustracao energética, neste caso homogénea (independente de qual residuo
de aminodcido estd realizando o contato nao-nativo), era capaz de favorecer o eno-
velamento de algumas proteinas, e de prejudicar o enovelamento de outras. Tais
dados foram corroborados e explicados utilizando o modelo analitico proposto por
Clementi-Plotkin (24)), e o artigo publicado na revista Biophysical Journal encontra-se

no Apéndice B desta tese.

Recentemente, Silva e colaboradores (66)), adicionando frustragdo heterogénea
nos contatos nao-nativos entre aminoacidos hidrofébicos, conseguiu compreender a
cinética de enovelamento da a-Espectrina, sugerindo a origem do atrito interno nestas
proteinas, até entao desconhecido na literatura. Neste estudo, as interagoes nao-nativas
hidrofébicas sao pesadas de acordo com os residuos de aminoacidos que estao reali-
zando determinado contato. O valor energético k;; para a formagao de cada contato

nao-nativo é fornecido pela tabela de Miyazawa-Jernigan (67)).
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3.4 Adaptive Biasing Force Method (ABF)

O método de forca adaptativa (Adaptive Biasing Force - ABF) (68) é uma
metodologia de integragao termodinamica na qual a variagao de energia livre de um
sistema AG ¢é calculada por meio da integracao da derivada da energia livre G em
funcao de uma coordenada de reacao &, que pode ser a distancia entre dois centros-
de-massa, como utilizado no caso do estudo da dimerizacao da SOD1 neste trabalho.

Deste modo, a variagao de energia livre AG é dada pela seguinte expressao:

& 0G

AG = Gla) -G = [

(3.6)

Da mecanica estatistica, temos que G = - KT In Z, no qual Z é a funcao de

H;
particao de um ensemble canonico. Deste modo, podemos substituir Z = >, e” %7,
na expressao de G e na Equacao |3.6, Feita as devidas substituicoes, torna-se possivel

rearranjar os termos da equacao de tal modo que a variacao da energia livre se

oH
U3
considerarmos a nossa simulacao como sendo um processo isotérmico, a variacao da

torne correlacionada com a variacao da energia total média do sistema < >, e, se
energia total média se torna equivalente a variacao da energia potencial em funcao de

&, uma vez que nestas condigoes, a derivada da energia cinética tende a zero:

oG 0H %4
i <5£>5 - <5€>5 3D

A variacao da energia potencial esta associada com a forca resultante atuando

sobre as particulas de um sistema:

‘;(; ~ <5;§/> ~— <F’sys>£ (3.8)
3

Neste caso, de posse do valor da forca que atua sobre o sistema, em fungao do

parametro de ordem &, é possivel encontrar o valor da energia livre também em fungao

desta coordenada de reacao. Além de ser capaz de nos informar dados termodinamicos

de um sistema bioldgico, o ABF tem como caracteristica aplicar sobre o sistema a

mesma forca que age nele de forma natural, aqui chamada de Fj,,, sé6 que em sentido

contrario a esta. Sendo assim, a forca total que atua no sistema tende a ser nula, ja que
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a forga aplicada pelo ABF (Faprp) tem mesmo médulo que Fy,s mas estd em sentido
contrario. Neste caso, o sistema comeca a se comportar de modo difusivo, e estados
conformacionais que provavelmente nao seriam acessados pelas moléculas bioldgicas,
comegam a ser possiveis de serem visitados, garantindo uma boa amostragem do sis-

tema, mesmo estando estes estados em regioes de transicao com altas barreiras.

Esta metodologia serd usada para elucidar questoes a respeito de como ocorre
o processo de dimerizacao da SODI1 e porqué esta enzima é um dimero na maioria
dos organismos vivos. Uma representagao esquematica de como este método atua no
sistema pode ser visto na Figura [3.2l O ABF permite que vérias simulagdes de um
mesmo sistema sejam executadas de forma paralela e independente, podendo definir
em cada uma destas simulagoes um intervalo no qual a coordenada de reacao pode
variar, cada um destes intervalos sao chamados de “janelas”. Ao final, para construcao
do perfil de energia livre, pode-se concatenar os dados de todas as janelas, varrendo

todo o intervalo definido por &.

Figura 3.2: Representagao esquematica da metodologia utilizada pelo ABF. O
método ABF atua na proteina (monémero da SOD1, na cor amarela) aplicando uma forga
(Fapr) contraria a diregao da forga natural do movimento do sistema (Fj;s¢). Neste cartoon,
as esferas em azul estao representando as moléculas de dgua na caixa de simulagao.

Fonte: Elaborada pelo Autor

3.5 Detalhes Computacionais

A estrutura nativa da Zn-Cu Superéxido Dismutase (SOD1) de humanos, uti-
lizada neste trabalho, estd depositada no Protein Data Bank (69) com cddigo 1HL5.
Nas simulagoes de monomero da SOD1, utilizamos a cadeia A do PDB em questao. Ja

para o dimero, utilizamos as cadeias A e H.

Neste trabalho, foram realizados dois tipos de simulagoes envolvendo dinamica
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molecular: uma para estudar o processo de enovelamento com o SBM-Ca, e outra para
estudar o processo de dimerizacao com os monomeros ja enovelados. As simulagoes para
estudo de enovelamento da SOD1 podem ser divididas em trés tépicos: (i) enovelamento
de um monoémero isolado; (ii) enovelamento de dois monémeros para a formagao do
dimero; (iii) Simulagoes de controle. Nos itens (i) e (ii) fizemos simulagdes utilizando
0 SBM-Ca e o método de Replica-Ezchange. Ja no tépico (iii) foram feitas simulagoes
de enovelamento de um, ou dois monomeros, com o SBM, em temperatura baixa, sem

o REMD.

Para investigar o fenomeno da dimerizacao com os monomeros ja enovelados,
realizamos dois tipos de simula¢oes. Primeiramente, fizemos uso da metodologia do
ABF para obtermos dados a respeito da termodinamica dos sistemas, e com estes
dados, fizemos simulacoes livres, sem o ABF, para controle e confirmacao dos resultados
obtidos pelo Adaptive Biasing Force Method. Maiores detalhes a respeito de cada tipo

de simulacao podem ser encontrados nas segoes seguintes.

3.5.1 SBM-Ca com REMD

Para investigar o enovelamento da SOD1 na condi¢ao de monémero e dimero,
utilizamos o nivel de simplificacaio do SBM-Ca;, e realizamos as simulagoes com o
método de troca de réplicas a fim de obtermos uma melhor amostragem dos estados
conformacionais acessados pela enzima ao longo de seu enovelamento. Fizemos o uso do
GROMACS versao 4.5.5 (70)) como software para realizar estas simulagoes. Utilizamos
24 réplicas para cada sistema, tanto para o monomero quanto para o dimero, estando
cada réplica em uma temperatura diferente. No total, cada réplica foi simulada em
5x 108 passos, utilizando um passo de integracao de 0.5x 107 5. As conformacoes eram
guardadas a cada 2500 passos, e as trocas entre as réplicas vizinhas eram permitidas a
cada 10000 passos de simulacao. Os arquivos de topologia e velocidades necessarios para
a simulagdo no GROMACS foram obtidos pela ferramenta online SMOG (71)). Para
simular o enovelamento do dimero, utilizamos um potencial de restricao para impedir
que as duas cadeias se afastassem “muito” durante o desenovelamento. O potencial de

restricao utilizado segue o seguinte padrao:

%k(?’ - 7"0>2a r<rmo

V) 0 ro <r<T]
T _—

Th(r —r)?, r <r<ry

%k(TQ_Tl)Q(Qr_TQ_Tl), r>ry

No nosso caso, mantivemos ry como sendo nulo. Ja os valores de rq e ry variavam
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de modo a dar uma certa liberdade de movimentagao para as cadeias além da distancia
nativa de separacao entre os vinculos (um em cada monomero). O valor de k foi mantido

fixo e igual a 1kJ/mol.

A temperatura de enovelamento foi definida utilizando como padrao o perfil de
energia livre, obtido pelo WHAM, como sendo a temperatura capaz de amostrar tanto
o estado desenovelado quanto o enovelado, e neste caso, F(Q=0) ~ F(Q=1). O modelo
baseado em estrutura faz o uso de unidades reduzidas, neste caso, nossas temperaturas

sao dadas em unidades reduzidas e com valores proximos de 1.

Encontrar temperaturas reduzidas que correspondam a temperaturas reais nao
é uma tarefa simples. A relacdo mais Obvia é obtida pela temperatura de enove-
lamento (7), na qual o sistema computacional compartilha a mesma caracteristica
termodinamica do sistema real: a estabilidade igual a 0 (F(Q=0) ~ F(Q=1)). Deste
modo, seria simples encontrar, por relacao linear (regra de trés), temperaturas redu-
zidas correspondentes as temperaturas reais, associando o valor de 7} da simulacao
com o Ty (ou Ty, - temperatura de melting) obtido pelos resultados experimentais.
Utilizando a relacao linear, tomando como base a correspondéncia entre os Ty para
encontrar qual seria a temperatura ambiente em unidades reduzidas, encontramos va-
lores muito baixos de temperatura, os quais nos davam valores extremamente altos de
barreira de desenovelamento, que chegavam a ser iguais a estabilidade exagerada do
sistema. Este dado nao é verdadeiro, principalmente para o monomero da SODI1, o
qual, em temperatura ambiente, possui barreira de desenovelamento maior do que a

sua estabilidade.

Neste trabalho, para encontrar a correspondéncia entre as temperaturas em
unidades reduzidas e as temperaturas reais, utilizamos como critério a razao entre
a capacidade calorifica (C},) em fungao da temperatura . A razao entre o maximo
valor de C),, o qual ocorre em temperatura proxima de 7,, com o valor de C, em
temperatura ambiente Tj, serda usado para encontrar a “temperatura ambiente”em
unidades reduzidas. Ao efetuarmos a divisao entre os valores de C,, (C,(T,)/C,(T0)),
temos como resultado um valor adimensional, livre de unidades. Este valor nos guiara
para encontrarmos a respectiva “temperatura ambiente”de cada sistema, uma vez que

o WHAM nos permite calcular os valores de C, dos dados da simulagao.

As simulagoes de enovelamento elaboradas neste estudo descrevem o comporta-
mento de cinco formas monoméricas, identificadas com o prefixo “m” em nossos resul-
tados, e duas “formas”diméricas, identificadas com o prefixo “d”. O enovelamento dos
monomeros foram identificados da seguinte forma: (i) mApogy, para a apo reduzida;

(ii) mADPOonf, Para a apo com ponte dissulfeto conformacional; (ili) mApogg, para a
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apo com ponte dissulfeto oxidada; (iv) mHolo.e, s, para a holo com ponte dissulfeto
conformacional; e (v) mHologg, para a holo com ponte dissulfeto oxidada. Por outro
lado, o dimero s6 foi estudado na situacao holo e com ponte dissulfeto conformacio-
nal. A variavel nas simulacoes de dimero é apenas a “concentracao”de proteina, ou

liberdade de afastamento entre os monomeros.

As simulagoes das formas holo foram feitas levando em consideracao todos os
contatos nativos, e todas as energias de interacao entre os residuos de aminoacidos que
formam o sitio de ligacdo com os metais na forma original obtida pelo SMOG (71J),
utilizando o “Shadow Map” ([72]) como algoritmo para obtencao do mapa de contato
nativo, apesar de nao ter o metal de forma explicita neste modelo. Para os casos apo,
devido a similaridade entre as formas cristalograficas das estruturas holo e apo, optamos
por utilizar a mesma cadeia do caso holo, porém, o mapa de contato é diferente: foram
removidos os contatos entre pares de residuos que se ligam aos metais. As alteracoes
na ponte dissulfeto sao indicadas pelos indices “conf”, “SS”e “SH”. A ponte dissulfeto
entre as cisteinas 57 e 146 para os casos identificados com o indice “conf” (mADPO.,
e mHolo.y,s) fol modelada como qualquer outro contato nativo, sendo regida pelo
potencial “10-12”do campo de for¢ca do SBM-Ca. Nos casos com indice “SS” (mApogs
e mHologgs), a ponte dissulfeto foi modelada como sendo uma ligagao covalente, regida
pelo potencial de “bond”do campo de forga, representando uma simulacao na qual a
ponte esta sempre formada. Por fim, para o caso mApogy, foi retirada a energia de
interagao entre os residuos 57 e 146 (e dos contatos entre residuos de aminodcidos em
comum), representando a SOD1 com a ponte dissulfeto reduzida. A tabela resume

os sistemas estudados:

Tabela 3.1: Sistemas estudados

Sistema MS* Ponte Dissulfeto® Distancia CM-CM¢

mApogsy NAO Reduzida —
MADPOconf NAO Conformacional —
mApogg NAO Oxidada —
mHology,;  SIM Conformacional —
mHologg SIM Oxidada —
dHoloy, SIM Conformacional 61A
dHoloz SIM Confomacional 814

@ MS indica a presenca dos contatos do sitio metalico;
b Indica o tipo de conformacdo da ligacdo entre as cisteinas 57 e 146;
¢ Indica o valor de r; colocado no potencial de restricao do GROMACS entre os centros

dos dois monomeros;
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3.5.2 Regioes no perfil de energia-livre

Sera comum em nossos resultados apresentarmos valores referentes a cinco
regioes especificas do perfil de energia livre, referencidas como: Unfolded, E-TS (Early
TS), TS, L-TS (Late TS) e Folded. Estas regides representam respectivamente os en-
sembles desenovelado, de pré-transicao, transicao, de pos-transicao e enovelado. O per-
fil de energia livre em funcao da coordenada de reagao é uma grandeza apropriada para
distinguir cada uma dessas regioes, de acordo com suas estabilidades termodinamicas.
Com base na altura da barreira de energia livre, especificamos que cada regiao fosse

delimitada por é desta barreira, assim como exemplificado na Figura m

Figura 3.3: Definigao das regioes no perfil de energia livre. Cada regido, separada
pelas linhas tracejadas de cor preta, foi delimitada utilizando 1/3 da altura da barreira de
energia livre (AF') como parametro. As regides referenciadas como: Unfolded, E-TS, TS, L-
TS e folded remetem respectivamente aos ensembles desenovelado, de pré-transicao, transicao,
de pos-transicao e enovelado.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.5.3 ABF

Partindo da estrutura dimérica nativa extraida do PDB 1HL5, cadeias A e H,
construimos a nossa caixa de simulagao utilizando o software VMD (Visual Molecu-
lar Dynamics) ({3) . As chamadas “janelas” de simulagao, cada qual mantendo um
intervalo de distancias entre os centros-de-massa de cada monomero da SOD1, foram

colocadas para simular de forma paralela e independente, utilizando o metodo ABF
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disponivel no pacote de simulagdo do NAMD - (NAnoscale Molecular Dynamics) (74).
Deste modo, foi possivel calcular o perfil de energia livre de dimerizacao para o caso

apo e holo da SODI.

Neste tipo de método, a proteina foi simulada com todos os atomos (e néo s6 os
C, como no caso do SBM), usando o campo de forca do CHARMM e solvente explicito
(modelo de agua TIP3P) na presenca de fons de cloro e sédio (na concentracao de
0.15mol/L). Na simula¢ao da SOD1holo, devido a falta de parametros para os fons de
cobre, substituimos este metal por um zinco. Como nao estamos interessados na ativi-
dade enzimatica da SOD1, que depende do estado de oxidagao do cobre, acreditamos
que a substituicao do cobre por um adtomo de zinco, nao sera responsavel por grandes
flutuagoes nos parametros estruturais. A simulacao da SOD1lapo foi feita utilizando as
mesmas cadeias A e H, porém, na auséncia de metais. Maiores detalhes a respeito dos

parametros utilizados sdao encontrados na Tabela [3.2}

Tabela 3.2: Parametros utilizados na simulagao da SOD1 com o ABF

Sistema Minimizacdo Equilibra¢do Tamanho da Caixa (X,Y,Z) Temperatura
APO 30000 passos 5 ns 85,95,190 (A) 298 K
HOLO 30000 passos 5 ns 86,86,86 (A) 298 K

O passo de integragao e a pressao para ambos sistemas foi mantido em 2 fs e 1
atm, respectivamente. Para termos um controle a respeito da convergéncia do método,
realizamos simulagoes sucessivas de 5ns cada, e utilizamos a diferenca entre os valores
de energia livre das simulagoes de um mesmo sistema como critério para estabelecer
quando a simulacao havia convergido. Neste caso, quando a diferenca entre as curvas
fosse menor ou igual a 0.3 kcal/mol (= 0.5kT, para T=298K) de energia, paravamos a

simulagao.

3.6 Simulacoes de controle

A fim de verificar a consisténcia dos resultados obtidos pelo método da troca de
réplicas e do ABF, realizamos simulagoes de “controle” para ambos casos. Detalhes a
respeito de como estas simulagoes foram realizadas pode ser encontradas nos topicos a

seguir.
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3.6.1 Simulacgoes de cinética de enovelamento com o SBM-Cau

O método da troca de réplicas utilizando a simplificacao do SBM-Ca se mos-
trou 1util para a construcao dos perfis termodinamicos de cada sistema. Para confirmar
os dados termodinamicos obtidos pelo REMD, realizamos 200 simulagoes de cinética
de enovelamento, partindo de estruturas desenoveladas e descorrelacionadas, cada si-
mulacao com 2.5 x 107 passos, em temperatura baixa. Os resultados foram calculados

efetuando a média das 200 simulagoes.

3.6.2 All-Atoms

O ABF conseguiu nos dar informagoes a respeito do perfil de energia livre em
funcao da distancia entre os centros-de-massa de cada sistema, apresentando alguns
minimos de energia (locais e globais). Na tentativa de verificar se a presenca destes
minimos era oriunda de algum efeito ocasionado pelo método ABF ou se os estados re-
almente poderiam existir, realizamos simulagoes mais longas, de 300ns, em cada regiao
de interesse. Elaboramos trés simulagoes de controle neste tépico, uma com o dimero
holo (dHoloy) e duas com o dimero apo (dApoy e dApoy). Os indices “N”e “I”, sig-
nificam, respectivamente, “nativa’e “intermediaria”. As simulagoes referenciadas como
caso ‘“nativo”foram iniciadas com as duas cadeias separadas na distancia nativa como
exemplificadas em maiores detalhes na secao de Resultados e Discussao deste traba-
lho. Os parametros utilizados para a simulacao de controle sao os mesmos para as trés

simulacoes, e estao descritos na Tabela |3.3

Tabela 3.3: Parametros utilizados na simulagao da SOD1 de controle

Minimizacao Equilibragago Tamanho da Caixa (X,Y,Z) Temperatura

30000 passos 5 ns 93,93,93 (A) 298 K
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Capitulo 4

Analises aplicadas

4.1 Perfil de energia Livre

O calculo da energia livre em simulacoes computacionais nao é trivial. O
método dos Multiplos Histogramas (WHAM) (75, [76]) tém sido utilizado com frequéncia
e mostrado eficiéncia na determinacao de propriedades termodinamicas de sistemas
biolégicos, tais como as proteinas. Por meio de conhecimentos oriundos da mecanica
estatistica, o algoritmo do WHAM consegue fornecer parametros termodinamicos ca-
pazes de nos mostrar propriedades importantes a respeito da estabilidade térmica das

proteinas, principalmente pelo perfil de energia livre.

Para realizar tal medida, o WHAM calcula a densidade de estados w, em uma
dada temperatura T simulada, e faz uma média ponderada utilizando pesos que vem
do erro estatistico considerando a densidade de estados das outras temperaturas si-
muladas. O WHAM é um método autoconsistente capaz de extrapolar as grandezas
termodinamicas (entropia, entalpia, energia-livre e calor especifico) para temperatu-
ras que nao foram simuladas. Maiores informagcoes a respeito do método podem ser

encontrados no Apéndice A.

E por meio do perfil de energia livre obtido pelo WHAM que somos capazes
de indentificar, em fungdo de uma coordenada de reacdo (normalmente a fracao de
contatos nativos Q), a localizagdo das regides de transi¢do no enovelamento, que sera
utilizado para descricao do comportamento das proteinas nas demais analises deste
trabalho, como por exemplo, na verificacao de quais contatos sao importantes para a

proteina conseguir vencer a barreira de energia livre e chegar no estado nativo.
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4.2 Formacao de contatos entre residuos de aminoacidos

Para determinar a quantidade de contatos entre residuos de aminoédcidos que
estao presentes na estrutura nativa, recorre-se a algoritmos que conseguem calcular por
meio da distancia, posi¢ao e orientagao, quais residuos de aminoacidos estao interagindo
de acordo com os dados estruturais da proteina nativa extraidos do Protein Data Bank
(PDB). Neste trabalho, utilizamos o algoritmo do Shadow Map (72)) para calculo do

mapa de contato. Este algoritmo estd disponivel na ferramenta online SMOG (71)).

Nao somente a fracao de contatos nativos total pode ser acompanhada ao
longo do processo de enovelamento, mas também contatos especificos entre residuos
de aminodcidos que estao localizados em regides de interesse, como por exemplo no
sitio de ligagdo com os metais no caso da SOD1. Além de utilizar o mapa de contato
nativo oriundo do Shadow Map como fonte para o célculo de Q, dizemos que durante
a simulacao um contato nativo estd formado se a distancia r entre os dois aminoacidos
em questao, ¢ menor do que 1.2 ry, sendo ry a distancia entre os mesmos residuos de

aminodcidos na estrutura nativa.

A definicao de contato nao-nativo ainda é algo que nao segue um padrao na
literatura. Neste trabalho, seguindo a linha de Mouro et al, definiremos contato nao-
nativo como sendo qualquer contato entre residuos de aminodacidos separados por pelo
menos 4 residuos, que estdo a menos de 6A de distancia. E fundamental que estes
contatos chamado de nao-nativos nao estejam presentes no mapa de contato nativo
obtido pelo Shadow Map.

4.3 'Tempo de enovelamento

Valores de taxa, ou tempo de enovelamento/desenovelamento, obtidos de forma
computacional, podem nos dizer muito a respeito da cinética e da estabilidade do
enovelamento das proteinas (57)). Este tempo é calculado utilizando a média dos tempos
de varias simulagoes realizadas em uma mesma temperatura. Para calcular o tempo de
enovelamento (ou desenovelamento) em cada simulacao, utiliza-se o método de primeira
passagem, partindo de uma estrutra desenovelada aleatéria (ou nativa) e medindo
o tempo de simulacao necessario para que a proteina atinja pela primeira vez uma
porcentagem significativa de contatos nativos formados (ou desfeitos). Neste trabalho,
definimos que esta porcentagem deveria ser de 0.80 do valor de Q para o estado nativo,
e de 0.15 para o estado desenovelado. Tais valores foram escolhidos de acordo com

as posicoes dos minimos do perfil de enerigia livre da SOD1. Foram realizadas 50
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simulagoes de tempo de desenovelamento para cada temperatura, tanto para o dimero

da SOD1 quanto para o monomero.

4.4 Rota de Enovelamento

A medida da rota de enovelamento de uma proteina é uma ferramenta que nos
permite investigar a especificidade dos contatos nativos realizados pela proteina ao se
enovelar. O calculo da rota de enovelamento pode nos dar uma idéia de quao rugoso
¢ a superficie (ou funil) de energia de cada proteina (57, [77). A equagdo que define o

célculo da rota de enovelamento R(Q) é dada pela seguinte expressao:

<(<Qi>Q - Q)2>

MQ(1-Q)

RQ) =3 : (4.1)

M representa o nimero de contatos nativos, e ();, com ¢ variando de 1 até M, sao os
proprios contatos nativos, de tal forma que < ); >¢ ¢ a probabilidade do contato @;
se formar em um determinado valor de Q. Por definigao, o valor de R(Q) varia entre 0
e 1, e quanto mais préximo de 1, mais especifico é o caminho que a proteina faz para se
enovelar, de tal forma que, no valor R(Q)=1 a proteina sé teria um caminho possivel,
indicando uma superficie de energia bastante rugosa. Por outro lado, um valor de R(Q)
proximo de zero significa que qualquer contato nativo possui a mesma probabilidade
de ser feito, ou seja, neste caso, a proteina nao teria rotas preferenciais. Proteinas que
apresentam valores elevados de R(Q) normalmente sdo mais lentas para se enovelar
7).
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Capitulo 5

Resultados e Discussao

5.1 Enovelamento do Monomero utilizando SBM-
C, e REMD

Esta secao descreve os aspectos termodinamicos e cinéticos do enovelamento
do monomero, cuja estrutura foi retirada da enzima dimérica, identificada pelo cédigo
PDB “1HL5”, assim como descrito nos detalhes computacionais. Estima-se uma maior
credibilidade aos resultados tedrico-computacionais quando estes sao validados por da-
dos experimentais, no entando, para compara-los, é necessario encontrar uma corres-
pondeéncia entre unidades reais e unidades reduzidas. Utilizando o critério das razoes
entre valores de C, (descrito no capitulo de Metodologia deste trabalho), identificamos
temperaturas em unidades reduzidas que podem ser correspondentes com a tempe-
ratura ambiente real, uma vez que ha, na literatura, dados experimentais relevantes
para trés das cinco formas monoméricas estudadas neste trabalho (mApogy, mApogs

e mHologg) e para uma forma dimérica, dHologg.

A figura (a) nos mostra as curvas de calor especifico para os cinco sistemas
monoméricos modelados nesse trabalho. A localizacao dos picos de cada curva nos da
os valores das temperaturas de transicao, as quais também correspondem, aproxima-
damente, com o meio da transicao nas curvas de fracao enoveladas da Figura (b).
Deste modo, as temperaturas dos picos de C, (ou do meio de transicao da fracdo na-
tiva) sdo as temperaturas nas quais a energia livre, em fungao da coordenada de reacao,
indica o zero de estabilidade. Comparando as diferentes temperaturas de transicao de
cada um dos sistemas monoméricos estudado, é possivel notar que a presenca da ponte
dissulfeto entre as cisteinas 57 e 146 aumenta o valor da temperatura de transigao, in-

dicando um aumento na estabilidade térmica. O mesmo acontece quando comparamos
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o caso mApogs com o mHologg, indicando que a “presenca” dos metais também leva a
um aumento na estabilidade termodinamica. O caso apo reduzido (mApogy) demons-
trou ser a forma menos estavel, com temperatura de enovelamento em T=1.342 em
unidades reduzidas, 2.7% menor do que o caso apo oxidado (mApogg), que apresentou
um Ty = 1.379. Os valores determinados experimentalmente para estes dois sistemas,
315K e 325K, respectivamente, indicam uma diferenca de 3%, o que corrobora os nossos
dados. Acredita-se que a ponte dissulfeto conformacional seja o modelo mais proximo
do que acontece in vivo. Nos nossos sistemas, tanto o mApog.,; quanto o mHologe,
mostraram estabilidade intermediaria, superior ao caso reduzido, mas inferior ao caso

oxidado, porém, a falta de experimentos in vivo dificulta a confirmagao de tais dados.

Figura 5.1: Calor especifico e fracao nativa em funcao da temperatura. (a) Cada
uma das cinco curvas mostram o valor do calor especifico C,, de uma simulagdo do monémero
da SOD1 em fungao da temperatura. As curvas foram obtidas pela aplicagio do WHAM
nos dados oriundos do REMD com SBM-Ca. Em amarelo temos o sistema mApogy, em
verde 0 mApO.oy,f, em vermelho o mApogg, em preto o mHologg, e em azul o mHoloce, f.
As linhas verticais tracejadas na curva do sistema mApogy representam a forma como foi
calculada o valor da temperatura ambiente em unidades reduzidas. (b) A fracdo nativa de
cada sistema foi calculado nas 24 réplicas de simulacdao. O valor de 1 diz que 100% das
conformagoes amostradas estdo dentro do ensemble enovelado. O ponto intermediario da
transicao (Fragao Nativa = 0.5) indica a temperatura na qual os ensembles enovelado e
desenovelado sao igualmente amostrados. As cores seguem o mesmo padrao do item (a)

(a) (b)
30000 —r——TF—"—"T—"—T"T"—T—"—T T 1 | L L R
| m:po_SH " | mApo_SH
25000} — oSS 1 0.8k e[
L == mHolo_SS . e—e mHolo_SS
20000f = miolo_conf 2 i eo—e mHolo_conf
! § 0,6}
>
& 15000} 1 < |
[ 0,41+
10000_— . E
5000} . 0.2
0 = - iy = b 1
1,32 1,34 1,36 1,38 1,4 1,42 1,44 1,32 1,34 1,36 1,38 14 142 144
T T

Fonte: Elaborada pelo autor

Uma forma interessante de checar quao perspicaz é o procedimento das razoes
entre valores de C,, consiste em verificar se os dados da termodinamica (C,) se cor-
relacionam com informacoes de cinética, relativas a barreiras de energia livre. Ha
muitos valores experimentais para as taxas de enovelamento e desenovelamento dos
monomeros apo (reduzido e oxidado) e holo oxidado da SOD1, dos quais é possivel

extrair valores de barreira e estabilidade utilizando a teoria do estado de transicao.
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Os dados expostos por Kayatekin et al (78) mostram que, em 298K, a barreira para
desenovelar o monomero apo oxidado é AG, =18kcal/mol, enquanto a sua estabili-
dade (AGy = AG(fold) — AGyny) é de AGy =4.9kcal/mol. A razao entre esses dois
valores nos da o nuimero 3.7. Esta razao também pode ser facilmente obtida dos dados
da simulagao em temperatura reduzida. Curiosamente, o valor de 3.7 para o sistema
mApogg ocorreu apenas uma vez, em uma temperatura bem proxima da encontrada
pelo critério da razao entre o calor especifico, sugerindo uma coeréncia razoavel entre
os dados da termodinamica e de cinética. A Tabela[5.1]traz os valores de T, encontrado

para cada sistema:

Tabela 5.1: Temperatura ambiente em unidades reduzidas para cada sistema

Sistema mAposy mApogs mHologg dHologg
Cp(T0n)/Cp(Tp)  1.336% 1.368%¢ 1.368¢ 1.3607
AG,/AGy 1.333° 1.366% 1.364° —9

@ Dados extraidos de Vassal et al ((79)

b Dados extraidos de Kayatekin et al (80)

¢ Dados extraidos de Broom et al (81)

4 Dados extraidos de Kayatekin et al (7S]

¢ Dados extraidos de Battistoni et al (82])

f Dados extraidos de Stathopulos et al (83)

9 A presenca de estados intermedidrios torna dificil usar a razao entre as barreiras e a estabilidade

Projetando os valores de Ty nos dados de fragao nativa em funcao da tempera-
tura (Figura[5.1(b)), percebe-se que em todos os casos, a fracao enovelada do sistema
apresenta valores acima de 90% (e 98% para o caso mHologg), o que correlaciona bem
com uma grande quantidade de estudos experimentais (79-81]), validando a nossa forma

de encontrar T.

Adotando o critério das razoes entre C, para determinarmos os valores da tempe-
ratura reduzida que corresponde a temperatura ambiente, somos capazes de comparar
dados computacionais de energia livre, com dados obtidos experimentalmente. A Fi-
gura (a) mostra o perfil de enovelamento na temperatura ambiente da simulacao
para os trés casos os quais podemos comparar com dados experimentais: mApogy,
mApogs e mHologg. Todos os perfis de energia livre mostram um tipico processo de
enovelamento de 2-estados, sem a presenca de intermediarios metaestaveis. O pico da
barreira de energia livre mostrou estar localizado em pequenos valores de Q (Q =~ 0.25

para os caso mApogs e mHologg, e Q =~ 0.33 para o caso mApogy), indicando uma
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energia, ou custo entalpico, relativamente alto no estado de transicao, ja que somente

25% dos contatos nativos (capazes de abaixar a entalpia) estao feitos.

Figura 5.2: Perfis de Energia Livre e Raio de Giro em fungao da fragao de contatos
nativos (Q). (a) Cada uma das trés curvas representam o perfil de energia livre de uma
simulacao do monoémero da SOD1: mApogsy em amarelo, mApogg em vermelho, e mHologg
em preto. Todas as trés curvas foram calculadas na temperatura ambiente, de acordo com
o critério de C,. (b) Raio de Giro, Rg, em funcao da fracao de contatos nativos Q, para o
caso mApogy (em amarelo) e mApogg (em vermelho). As flechas indicam as posigdes e o
valor de Rg nos ensembles: desenovelado, no estado de transi¢ao (2.0 nm) e na conformagao
nativa (1.45 nm).

(a) (b)
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= -5 1 : -~ 1
. 1 1,5k 2.0 nm \;,, — _
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Fonte: Elaborada pelo autor

A predominancia da entalpia com relagao a entropia na formacao da barreira
de energia livre da SOD foi observado por Kayatekin et al (7§)), utilizando dados
experimentais. Os autores mostraram a presenca de uma entropia de ativagao favoravel,
devido as interacoes com o solvente durante o colapso do estado de transicao, mas o
alto custo entalpico foi capaz de superar essa mudanca na entropia. Neste caso, diz-se
que a barreira tem uma caracteristica entdlpica. Todavia, nas nossas simulagoes, ¢ de
se esperar que a entropia de ativacao seja desfavoravel, uma vez que somente a entropia
conformacional estd envolvida, a qual é obviamente reduzida no estado de transicao
(AS < 0, comparada ao estado desenovelado). Neste caso, para nds, a barreira de
energia livre possui uma caracteristica entrépica, porém, de uma forma geral, quem vai
determinar o quao alta ela é, é a entalpia. No caso da SOD, a barreira relativamente
alta no estado de transicdo em temperatura ambiente (em torno de 11kT), é devido
ao pequeno decaimento da entalpia, oriunda do baixo nimero de contatos nativos na

regiao de transicao.

Comparando os dois perfis de energia livre dos monomeros apo na Figura

(a), podemos ver que o monomero apo reduzido, mApogy, tem uma estabilidade de
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1.5 kT menor do que o caso oxidado, mApogg. Além disso, o caso reduzido apresentou
uma barreira de enovelamento levemente maior, cerca de 0.4 kT, comparado com o caso
oxidado mApogg. Neste caso, temos que a auséncia dos metais e da ponte dissulfeto,
torna o enovelamento mais dificil e deixa a proteina menos estavel. Experimentalmente,
o caso apo oxidado se enovela de 2-3 vezes mais rapido do que o caso reduzido (78)), o que
é consistente com uma diferenga pequena de barreira, em torno de 0.4-0.5 kecal/mol. O
aumento de barreira de 0.4 kT, pode ser inferido devido ao aumento no custo entrépico
para o caso mApogy se enovelar, uma vez que a auséncia da ponte dissulfeto torna a
entropia do estado desenovelado maior. Neste caso, a posicao do pico da barreira de
transigdo do caso mApogy em um Q (Q ~ 0.33) maior do que do caso oxidado, pode
indicar uma tentativa da proteina de pagar este alto custo entrépico, formando mais
contatos nativos. Sendo assim, nem a formacao de mais contatos nativos foi suficiente
para pagar o custo entropico da falta da ponte dissulfeto no estado desenovelado,

fazendo com que a barreira de enovelamento seja levemente maior.

O caso mHologg foi o que mostrou maior estabilidade, menor barreira de eno-
velamento, e maior barreira de desenovelamento, o que mostra a importancia do sitio
metalico para o processo de enovelamento, e torna nossos dados compativeis tanto
qualitativamente quanto quantitativamente com dados experimentais de monomeros
da SOD na presenca de zinco (84, 85). Estudos mostram que a forma oxidada e ligada
ao zinco estabiliza a estrutura nativa de 7-9 kcal/mol com relagao ao caso apo oxidado
(80), o que nao é muito diferente do valor de 4.1kT obtidos dos dados da simulacao (ao
comparar os minimos nativos da curva preta com a vermelha). Podemor inferir que a
diferenca de estabilidade do estado nativo entre cada um dos trés sistemas é de origem
puramente entalpica, uma vez que estamos utilizando a mesma estrutura proteica, mas
com diferentes energias de contatos, dada as dele¢oes que foram feitas em cada um dos

mapas de contatos nativos.

A Figura b) mostra o comportamento do raio de giro Rg em funcao da fracao
de contatos nativos  para o caso mApogy (em amarelo) e mApogg (em vermelho).
Pode-se notar que o valor de Rg no estado de transicao vale ~ 2.0 nm para ambos.
O estado desenovelado também se mostrou igual, idependente da oxidacao da ponte,
com Rg = 1.45 nm. Este ultimo valor estd bem préximo do raio de giro da estrutura
cristalografica, o que é uma consequéncia de se usar SBMs. J4 os estados desenovelados
apresentaram Rg iguais a 3.7nm e 2.9nm, para o caso reduzido e oxidado, respectiva-
mente. Utilizando os valores de Rg obtidos para o caso reduzido, e aplicando-os na
equacao |3.4] encontramos o valor de S-Tanford tedrico, o que nos da um valor de 0.71.
Dados experimentais (86), mostram que para o monomero apo e reduzido, os valores-

m sao: mp_rs = 1.05, enquanto mp_ny = 1.53. Ao confrontarmos esses dados com
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a equacao 13.5] encontramos um valor de g-Tanford experimental igual a 0,69, o que
¢ muito préximo do valor tedrico. Ja para o monomero apo e oxidado, utilizando os
valores de Rg, podemos encontrar o valor de mpg = 0.65, o que é bastante razoavel
quando comparado com o valor de 0.62 determinado por Kayatekin et al (78). Deste
modo, tais resultados indicam que nosso modelo apo estd sendo capaz de amostrar

ensembles realisticos.

Ja é de conhecimento que na auséncia dos metais, além da SOD1 perder sua
funcao enzimatica mediada pelo ion de Cu, ela também tem sua estabilidade reduzida,
assim como mostrado nos nossos resultados. Porém, ainda ha na literatura discussoes a
respeito do momento da insercao dos metais na SOD1: se ha a presenca de chaperonas
para carrear esta ligacao, e, se esta ligacao ocorre durante o enovelamento, em qual
dos estagios ela ocorre. Tem sido proposto que, in vivo, a Sod1 precisa de assisténcia
da chaperona de cobre Ccsl, que se ligando a uma forma imatura de Sodl, apo e
com a ponte dissulfeto de forma reduzida, induz mudancas estruturais, aumentando
a afinidade pelo zinco (87). Entao, mais tarde, perto da estrutura nativa, a Ccsl
auxilia a finalizacao do enovelamento, ligando o cobre e oxidando a ligacao dissulfeto

intramolecular, além de juntar os dois monomeros para a formacgao do dimero.

Vimos que dificultar a formacao do sitio de ligacao com os metais afetou dire-
tamente a barreira de energia livre, sendo assim, é de se esperar que provavelmente
a ligacao com os metais aconteca ja nos primeiros estagios do enovelamento, proximo
ao estado de transicao. A Figura [5.3 nos informa o valor médio de formacao dos con-
tatos nativos das regioes de ligagdo com os metais (MS), da ponte dissulfeto entre as
cisteinas 57-146 (S-S), da regiao de interface, do loop eletrostatico, e do contato entre
os residuos 47-117, para os sistemas mHologg em (a) e mHolog,,f em (b), em suas res-
pectivas temperaturas de enovelamento. Estes resultados mostram que a formagao do
sitio de ligacao com os metais ocorre logo nos primeiros estdgios do enovelamento, ini-
ciando antes mesmo do estado de transicao, independentemente da oxidacao da ponte
dissulfeto. Nosso modelo é demasiadamente simples para distinguir entre a vizinhancga

do cobre e do zinco, e essa é a razao de mencionarmos de forma geral o sitio metalico
(Zn+Cu).

Experimentalmente, os residuos 47 e 117 mostraram ter um valor-¢ relativa-
mente alto (37, [38)), e de acordo com o algoritmo do shadow map, eles estao préximos
na estrutura nativa e formam um contato. O contato entre estes dois residuos (repre-
sentado por * cinza), assim como o sitio metdlico, também apresenta um crescimento
precoce na sua frequéncia de formacao, o que é compativel com um elevado valor-¢
para ambos residuos. Os residuos do monomero que fazem parte da interface estao

representados por quadrados na Figura[5.3] Tanto em (a) quanto em (b), vemos que a
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Figura 5.3: Valor médio de formacgao por regiao nativa Qx (a) Para o caso mHologg
e (b) para o caso mHolog,f. Cada uma das curvas representam uma regiao especifica do
monomero: o sitio metdlico (MS, circulos pretos), a ponte dissulfeto entre as cisteinas 57
e 146 (S-S, triangulo para cima), a regiao da interface (quadrados pretos), o contato entre
os residuos 47 e 117 (* em cinza), e a regiao do loop eletrostético (E. Loop, triangulo para
baixo, em preto). Cada uma das curvas foram calculadas utilizando os dados das simulagoes
nas respectivas temperaturas de enovelamento de cada sistema. As siglas E-TS, TS e L-TS
remetem, respectivamente, aos estagios de pré-transicao, transicao e pos-transi¢do. A linha
diagonal tracejada indica a formagao dos contatos totais da proteina.
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Fonte: Elaborada pelo autor

formacao dessa regiao é gradual, e acompanha o enovelamento da cadeia, ao contrario
da ponte dissulfeto nos casos conformacionais, mHolo.,, s (triangulo preto) e mADPO.,y, f
(triangulo cinza) na Figura[5.3|(b), a qual ¢é formada tardiamente, tendo seu crescimento
apos o estado L-TS. J4 a regiao que envolve o loop eletrostético (triangulo para baixo
em (a)), se mostrou ser uma das primeiras regioes da proteina a comegar a se formar,
estando sempre a frente do “enovelamento da cadeia” (linha tracejada), porém, sua es-
truturacao parece ocorrer de forma constante, estando totalmente formada apenas no

final do processo.

Uma outra forma de verificar o efeito que as modificagoes no mapa de contato
podem ocasionar no enovelamento da SODI1, é por meio do calculo da medida da
Rota de Enovelamento R(Q) (57)), como pode ser visto na Figura A medida de
R(Q) mostra quao especifico é o caminho seguido pela proteina para esta se enovelar.
Neste sentido, para o caso do monomero da SOD1, é possivel ver que a regiao que
engloba o estado de transi¢ao (para os cinco casos simulados) possui valores elevados
de R(Q), sugerindo a formagao de contatos especificos para que a proteina consiga
vencer a barreira de energia livre e atingir o estado nativo. Ao comparar os nossos

resultados com os obtidos por Clementi et al (57), vemos que o perfil de R(Q) da
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SOD1 se assemelha ao perfil da SH3, a qual também possui um aumento no valor de
R(Q) no estado de transigdo. Analogamente, a proteina SH3 também ¢é formada em
sua estrutura terciaria por um “barril-3”, o que pode evidenciar um comportamento

tipico de proteinas com este motif.

Figura 5.4: Medida da Rota de Enovelamento R (Q) para os cinco casos de
monémeros da SOD1 simulados Normalizados entre 0 e 1, valores elevados de R(Q)
indicam que a proteina segue um caminho bastante especifico para se enovelar, formando pra-
ticamente sempre os mesmos contatos nativos em determinados estagios do enovelamento. As
curvas em amarelo, verde, vermelho, preto e azul, remetem, respectivamente, as simulacoes
do monémero mApogy, MAPO.oy,f, MAPOgs, mHologs e mHology, ;. Cada uma das curvas
foram obtidas nas suas respectivas temperaturas de enovelamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O elevado valor de R(Q) na simulagdo da proteina Apo reduzida (mApogy) e
na conformacional (mApoc(mf), nos mostra que nestes casos, a rota de enovelamento
se tornou ainda mais especifica nos estados de transicao. Valores elevados de R(Q)
podem indicar uma superficie de energia livre bastante rugosa, e a procura por um
caminho para se enovelar pode acabar retardando o enovelamento. Na maioria das
vezes, valores elevados de R(Q) no estado de transi¢ao indicam proteinas com baixos
valores de taxa de enovelamento (57)), e é isso que acontece na auséncia da ponte
dissulfeto para o caso apo. Esta “demora”, associada com a presenca de minimos
locais na superficie de energia e pela alta especificidade, pode acarretar na formacao de
estruturas patogénicas, como agregados amildides. Ao forcarmos a oxidacao da ponte
dissulfeto desde o inicio do enovelamento, tanto para o caso mHologg quanto para o
mApogg, vemos que esta causa uma dimuicao na especificidade de contatos, sendo que
o caso holo foi o que mostrou o menor valor de R(Q), sugerindo que a “presenca”’dos

metais pode tornar o estado de transicao ainda menos especifico, o que é compativel
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com o aumento na taxa de enovelamento.

A medida de R(Q) nos informa a respeito da especificidade dos caminhos, mas
nao nos conta a respeito dos contatos que os residuos de aminoacidos estao formando.
A Figura mostra a diferenca de probabilidade de formacao de contatos nativos
no estado de transicdo em (a) entre mHolo.,r € MAPO.,s € em (b) entre mApogg e
mApogsy. A ﬁgura (a) tem como objetivo mostrar a perturbacao causada pelo sitio
metalico, e como esperado, ela mostra que sem alterar a ponte dissulfeto, deixando-a
livre para se formar ao longo do enovelamento, a regiao préxima do loop (regiao entre
os residuos 60 e 80) que se liga ao zinco possui cerca de 30% mais probabilidade de
formacao no caso holo do que no apo . No entanto, a Figura (a) também nos
mostra que além de afetar a formacao do sitio metalico, a estrutura Apo mostrou ter
uma probabilidade maior em formar outras estruturas secundarias do que o caso holo.
De forma mais especifica, os residuos de aminoacidos que aparecem formando contatos
com maior probabilidade no TS da estrutura mApo.,,s estao nas folhas-3 2, 3 e 6.
Neste caso, as diferengas no comportamento de R(Q) nao s6 pode estar relacionado
a um crescimento da especificidade, mas também devido a uma alteragao no caminho

que a proteina segue para se enovelar.

Figura 5.5: Diferenca na probabilidade de formacao de contatos nativos (a) Entre
os casos mHologo,r € MAPOc,s € (b) entre os casos mApogs e mApogy. Todas as probabi-
lidades foram calculadas no estado de transicao. Os valores de probabilidade foram obtidos
nas respectivas temperaturas de enovelamento de cada sistema. Valores positivos nas pro-
babilidades, dados pela barra de cor a direita da figura, indicam que houve uma propensao
maior do contato ser formado no caso mHolo.,,r em (a) e mApogg em (b). Os eixos do
grafico remetem aos residuos de aminoacidos do monoémero da SODI1.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura (b) reflete a perturbagao causada pela ponte dissulfeto 57-146 no
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enovelamento do monomero apo. Ela mostra a diferenca que a formacao precoce da
ponte dissulfeto pode causar no enovelamento, quando comparada com o caso no qual
ela nao se forma. Na figura (b), vemos que o resultado da (a) é mantido, no sentido
que, agora, a forma apo reduzida forma com mais frequéncia os contatos entre as
folhas-3: 2, 3 e 6, do que a forma apo oxidada. Porém, a oxidagao da ponte dissulfeto
mostrou promover um aumento na ligacao entre o sitio metdalico e o loop eletrostatico,
apresentando um alosterismo entre essas regioes no estado de transicao. Recentemente,
simulando um experimento de espectroscopia de forca em um monomero apo da SOD,
e utilizando um modelo com todos-os-dtomos e solvente explicito, Habib et al (88))
foram capazes de ver que as ultimas folhas-8 a se desenovelarem sao exatamente as
folhas 2, 3 e 6. Ivanova et al (89) mostraram por meio de estudo envolvendo estatistica
de sequencias com propensao a formar agregados de fibras amildides, que algumas das
folhas-f que mostraram se formar com maior probabilidade na nossa simulagao do caso
apo, e especialmente do caso apo reduzido, sao mais propicias de formar estruturas com
caracteristicas patogeénicas. Deste modo, nossos resultados corroboram com a ideia de
que a auséncia dos metais, acrescido da reducao da ponte dissulfeto, pode favorecer o

processo de “misfolding”.

5.1.1 Simulacao de Controle - Cinética de Enovelamento

Até agora, todos os dados de simulagao se referem a dados termodinamicos e
feitos com o REMD. Nesta secao, é descrita a cinética de enovelamento relativa ao
parametro de ordem, utilizando a média de 200 simulagoes iniciadas com estruturas
desenoveladas e aleatdrias, em temperatura unica e baixa. A Figura [5.6] mostra o
valor médio da fragdo desenovelada (1-Q) para os trés caso apo: mApogs, mApogy e
MADPO.ns. A cadeia é considerada enovelada quando ela atinge a fracao desenovelada
(1-Q) de 0.17, equivalente ao Q=0.83, que corresponde ao minimo enovelado da Figura
a). Cabe ressaltar que os valores de tempo da simulacao, em nanosegundos, nao
correspondem ao tempos reais de enovelamento, os quais sao da ordem de segundos
para o caso da SOD1. Essa é uma das razoes na qual usaremos somente comparacao

relativa entre um caso e outro.

A fracao desenovelada atinge o valor de 0.17 em um tempo de 12.0 ns para o
caso mApogy, e 6.7 ns para o caso na qual a ponte dissulfeto estd sempre formada,
mApogg, indicando ter um enovelamento de 1.8 vezes mais rapido que o caso redu-
zido. Essa variacao é consistente com o resultado apresentado na Figura (a), a
qual mostrou a presenca de uma barreira de enovelamento 0.4 kT maior para o caso

reduzido. Além disso, o fator de 1.8 é consistente com os resultados de cinética obtidos
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Figura 5.6: Cinética de enovelamento do monémero apo. Fragao desenovelada (1-Q)
em func¢ao do tempo de simulacao. A linha horizontal tracejada foi fixada no valor da fracao
desenovelada referente ao minimo nativo (Q = 0.83) obtido pela curva de energia livre (Figura
. As flechas indicam, de acordo com a cor, o tempo no qual cada sistema atinge a linha
tracejada. Em vermelho temos a mApogg, em verde a mApo..,s € em amarelo a mApogy
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Fonte: Elaborada pelo autor

experimentalmente, os quais mostram que, com a ponte dissulfeto intacta, a taxa de
enovelamento do monémero apo aumenta 2 vezes. Comparando com o caso confor-
macional mApo.., s, em verde, vemos que este novamente se comporta como um caso
intermediario, tendo um enovelamento 1.4 vezes mais lento que o caso oxidado e 1.26
mais rapido que o caso reduzido. Estes resultados de certa forma corroboram os obtidos

pelo método de troca de réplicas.

5.2 Enovelamento do Dimero

5.2.1 Utilizando SBM-C, e REMD

Assim como feito para o caso com apenas um monomero, realizamos simulacoes
com dois mondmeros permitindo a interagao entre eles. Como explicado na segao de
Detalhes Computacionais, utilizamos um potencial de restricao para mantermos as ca-
deias préoximas durante o enovelamento. Variando a distancia de maximo afastamento
entre as duas cadeias, tentamos realizar simulagoes que se assemelhariam a um expe-
rimento com alta e baixa concentracao de SOD1, baseado no principio de que em um
meio mais concentrado, as moléculas estariam mais proximas uma das outras. O com-

portamento termodinamico do enovelamento da SOD1 nestes dois tipos de simulacoes
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pode ser visto nos perfis de energia livre da Figura

Figura 5.7: Pefil de energia livre para o dimero da SOD1 e formacgao de cada
monémeros. (a) Os dados utilizados para elaboragao desta figura foram obtidos com o
SBM-Ca e o método WHAM, utilizando o pdb 1HL5 da SOD1 (cadeias A e H). A linha
preta tracejada indica o resultado da simulagdo com maior concentragao de SOD1 (menor
distancia cm-cm), e em linha preta continua, a simulagdo com menor concentragao de SOD1
(maior distancia cm-cm). Nesta, observa-se a formagao de quatro estados: 2U (duas cadeias
desenoveladas), M+U (uma cadeia enovelada e a outra nao), 2M (dois monémeros enovelados)
e D (dimero), separados por dois estados de transicao (1TS e 2TS). O perfil de energia livre
foi extraido da temperatura de enovelamento de cada caso. (b) Perfil de energia livre na
temperatura correspondente a temperatura ambiente. O padrao das curvas seguem o mesmo
do item (a). A fracdo de enovelamento da cadeia A (em ciano), cadeia H (em roxo) e dos
contatos entre residuos da regiao inter-cadeia (em amarelo) em funcao da fracao de contatos
nativos do dimero (Q)) sao mostradas em (c) para o caso de maior concentragdo de SOD1, e
em (d) para o caso de menor concentracao de SOD1. As flechas em (d) indicam a formagao
de dois monémeros (2M) e do dimero (D), referente ao perfil de energia livre da Figura
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Utilizando a fracao de contatos nativos como coordenada de reacao, vemos que

para o caso em que limitamos a menor distancia entre os centros de masa (cm-cm) dos
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monodmeros, o perfil de energia livre em Ty (Figura [.7(a)) apresenta um processo de
enovelamento sequencial em 3-estados (2U <> M+U <« D), sendo 2U composto por dois
monomeros desenovelados, e D o dimero. Por outro lado, um processo de 4-estados
(2U <> M+U <« 2M <« D) pode ser notado quando damos mais liberdade para os
monomeros se afastarem, apresentando neste caso, um estado 2M pouco estével (dois
monomeros formados sem a presenga da interface), o qual ndo apareceu na simulagao
em que restringimos o afastamento das cadeias. O estado intermedidrio designado
como M+U foi comum nas duas simulagoes, e consiste em um monomero ja pratica-
mente enovelado, enquanto o outro monomero ainda esta desenovelado. Neste sentido,
podemos ver que no caso de “menor concentracao”, o estado M+U se mostra mais
estavel, e o desenovelamento do dimero se torma mais facil, ja que a barreira é menor.
Além disso, a Figura (b) nos mostra que o dimero em um meio mais concentrado
¢ mais estavel em temperatura “ambiente”do que o dimero em menor concentragao.
Estes resultados apontam para a existéncia de uma relagao entre o enovelamento e a

concentracao da SOD1.

A presenca de um estado intermediario do tipo M+U pode ser vista ao acompa-
nharmos o enovelamento de cada monémero, como mostrado na Figura (c) e (d).
De acordo com este resultado, o segundo monomero (cadeia H) parece se enovelar apés
a formacao de 80% do primeiro monomero (cadeia A), independente da concentragao.
Contudo, a formagao dos contatos entre residuos da interface (inter-cadeia), no caso
de maior concentracao de SOD1, se inicia no mesmo ponto em que o enovelamento do
segundo monodmero tém o seu crescimento. Além disso, a formacao da interface parece
acompanhar a mesma taxa de crescimento da segunda cadeia. A formagao da interface
de forma concomitante com o enovelamento do segundo monomero, implica na nao
formacao do estado 2M, no caso de maior concentracao. Além disso, aparentemente,
formar a interface junto com o enovelamento do segundo monomero, parece diminuir a
barreira de energia livre para este monoémero enovelar, como pode ser visto, ao compa-
rar o estado 2TS da figura (a) entre os dois casos. Esta diminuicao da barreira pode
estar relacionada com uma menor exposicao da interface, uma vez que esta é composta
em sua esséncia por aminoacidos hidrofobicos. Neste caso, a formagao precoce dessa
regiao nao s6 deve ser capaz de diminuir a barreira de energia livre, como também
pode impedir a formagcao de agregados, uma vez que se diminui de forma nativa a area

exposta ao solvente.

Levy et al (90), também realizando simulagoes computacionais, mostraram que
o enovelamento do dimero da SOD é composto pela formacao de 4-estados, sendo
eles, exatamente os mesmos presentes na curva de energia livre para o caso de menor

concentragao de proteina. Contudo, resultados experimentais (79, [01)) , sugerem que
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em alta concentragao de SODI1, o enovelamento desta enzima seja caracterizado por
um processo de 2-estados, do tipo 2U <+ D. Essa questao pode ser mais complexa ao se
analisar o processo de enovelamento por meio de diferentes parametros de ordem e em
diferentes concentragoes de proteina. De acordo com Svensson et al, o enovelamento da
SOD deveria ser de 3-estados ( 2U <» 2M < D) apenas em concentragdes menores do
que 30uM de proteina (acredita-se que in vivo a concentragao seja em torno de 100uM
([©2), porém, nao é citado a possibilidade de existir um estado do tipo M+U. A presenga
do estado M+U apenas nos resultados computacionais nos leva a pensar quais sao os
possiveis motivos para ele aparecer em dados in silico, e nao aparecer nos dados in
vitro. Uma das razoes pode estar associada com a ponte dissulfeto, que no nosso caso é
conformacional e nos experimentos é oxidada. Entretanto, uma outra possibilidade esta
na forma como acompanhamos o sistema se enovelar. Os dados experimentais realizado
por Svensson et al (91)), utiliza o S-Tanford (65) como coordenada para acompanhar
o enovelamento. Quando alteramos o nosso parametro de ordem ( para o S-Tanford,
vemos que o que antes caracterizava um processo de 3 ou 4-estados, agora passa a ser
um perfil de energia livre com 2-estados (2U <> D), como pode ser visto na Figura
b.8 A auséncia do estado 2M, mesmo utilizando a coordenada S-Tanford para o caso
de menor concentracao, nos induz a acreditar que a nossa menor concentragao ainda é

maior do que a de 30uM determinada experimentalmente.

Figura 5.8: f-Tanford como coordenada de reacao (a) Perfil de energia livre (eixo y a
esquerda) para o dimero da SOD1 em alta concentracao (linha preta), e a relacao entre Q (eixo
y a direita) e S-Tanford (pontos na cor vinho). (b) Perfil de energia livre (eixo y a esquerda)
para o dimero da SOD1 com menor concentracao (linha preta), e a relagdo entre Q (eixo y
a direita) e S-Tanford (pontos na cor vinho). Ambos estao nas respectivas temperaturas de
enovelamento. Os simbolos 2U, M+U, 2M e D remetem, respectivamente, a dois monomeros
desenovelados, um monomero enovelado e o outro desenovelado, dois monoémeros enovelados,
e o dimero enovelado.

(a)

1
0.8
0.6
1 Q
40.4
0.2
. . 10 . .
0.2 0.4 0.6 0.8 1 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Tanford-f3 Tanford-3

Fonte: Elaborada pelo autor
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A alteracao do perfil de energia livre de acordo com a coordenada de reagao
utilizada, nos mostra a importancia da escolha deste tipo de parametro. Na Figura
ao confrontar os valores de -Tanford com os valores de Q para as conformacoes
amostradas pela simulacao, é possivel perceber a diferenca entre estas duas coordena-
das. O p-Tanford se mostra uma boa coordenada de reacao para separar estruturas
com baixos valores de QQ, porém, estruturas com valores elevados de contatos nativos,
nao apresentam variagoes significativas nos valores de g-Tanford, sendo melhor “sepa-
radas” pela fracao de contatos nativos. Neste caso, de acordo com a relacao entre as
duas coordenadas, as conformacoes do tipo M+U podem estar localizadas na regiao
de transi¢ao (TS), ou mescladas com o estado desnaturado na Figura um vez que
o p-Tanford se mostrou bastante degenerado, podendo ser essa, uma das razoes para

este estado ndo ser evidente.

5.2.2 Simulacoes de controle - Cinética de enovelamento do

dimero

Ao fazermos simulacoes de controle, procuramos investigar se a amostragem obtida
pelo REMD foi suficiente para nos dar resultados confiaveis. As 200 simulagoes rea-
lizadas somente com o SBM-C,, para o dimero em menor e maior concentragao, vao
na direcao de tentar explicar alguns parametros termodinamicos das simulagoes com
o REMD, por meio dos parametros cinéticos obtidos por esta gama de simulacgoes. A
Figura [5.9| nos mostra dados a respeito da formacao dos contatos nativos totais e dos

contatos inter-cadeias.

Os dados de cinética de enovelamento do dimero apontam novamente para a
dependeéncia deste com a concentracao de proteina, assim como proposto por Svensson
et al, a qual mostra que quanto maior a concentragao de SOD, mais desnaturante é
necessario para desenovelé-la, indicando um aumento na estabilidade do dimero. Além
deste aumento na estabilidade, j4 mostrada nos gréficos de energia livre da Figura [5.7]
(b), vemos pelo grafico de cinética da Figura[5.9] (a) que a fracdo de desenovelamento
do caso mais concentrado atinge a linha tracejada em um tempo 1.32 vezes mais rapido
que o caso menos concentrado em (b), indicando a presenga de uma barreira menor
para enovelar os dois monomeros. Contudo, a formacao dos contatos inter-cadeia,
mostrou ser o fator limitante do enovelamento, sendo quase 15 vezes mais lento no
caso de menor concentracao do que no caso mais concentrado. Tais dados mostram
que a concentracao da SOD1 também afeta a cinética de enovelamento, principalmente
para o processo de dimerizacao, indicando que quanto maior a concentragao, maior a

taxa de enovelamento.
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Figura 5.9: Cinética de enovelamento do Dimero. Formagao dos contatos totais dos
dois monomeros (em preto) e entre os residuos da interface inter-cadeia (em amarelo) para
o dimero em (a) maior concentragao de proteina, e (b) menor concentragao de proteina. As
linhas tracejadas, nos dois graficos, foram fixadas no valor da fracao desenovelada referente ao
minimo nativo (Q ~ 0.83) obtido pela curva de energia livre (Figura. As flechas indicam,
de acordo com a cor, o tempo no qual cada estrutura atinge a linha tracejada. O gréafico no
interior da figura (b) indica o tempo necessario para a formagao dos contatos inter-cadeias.
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.2.3 Estabilidade dimero-monoémero

Como discutido nas secoes anteriores, aparentemente nao s6 a presenca dos
metais pode afetar os valores das taxas de enovelamento, mas a prépria concentracao
de mondmeros também. Os dados de cinética de enovelamento do dimero da SOD1
nos mostra que a estrutura dimérica é mais estavel do que o monomero isolado. Tais
resultados podem ser vistos na Figura[p.10] Quando colocamos o dimero e o monémero
nas mesmas condi¢oes de desenovelamento (mesma taxa), vemos que em média, o
dimero estd em uma temperatura 4.2% maior, apresentando ser mais estdvel do que a
forma monomérica da SOD1. Tal fato ja nos daria um indicio sobre o porque da enzima
ser um dimero na maioria dos organismos. Comparando nossos dados com alguns
encontrados na literatura, vemos que o monomero nativo apresenta uma temperatura
de melting em torno de 66°C, enquanto o dimero, dependendo do organismo vivo, possui
uma temperatura de melting que varia entre 75°C e 93°C, o que nos da um intervalo
de 2.6% a 7.9% em ganho de estabilidade, o que coloca nossos resultado dentro deste

intervalo.
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Figura 5.10: Logaritmo da taxa de desenovelamento em funcao da tempera-
tura. Para cada temperatura, calculou-se os valores das taxas para que o monoémero
(circulos em azul) e para o dimero (circulos em vermelho) se desenovelassem. Em cada
temperatura, cada sistema foi simulado 50 vezes, dizendo que o sistema havia se de-
senovelado quando ele atingisse 0.15 do valor de Q total. As temperaturas estao em
unidades reduzidas do Gromacs. Em média, o dimero se mostrou 4.2% mais estavel
que o monomero. As retas (em azul e vermelho) foram obtidas pelo ajuste linear dos
pontos
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.3 Simulacoes de Dimerizacao

5.3.1 Utilizando o Adaptive Biasing Force (ABF)

Nesta tese, utilizamos o método do ABF com o objetivo de analisar as gran-
dezas termodinamicas relativas ao processo de dimerizacao da SOD1. Neste sentido,
mostraremos nesta segao os resultados das simulagoes nas quais afastamos as duas ca-
deias monoméricas ja enoveladas, tanto na presenga quanto na auséncia de fons de Zn.
Como primeiro resultado, temos os perfis de Energia Livre de dimerizagao em cada
intervalo de tempo de simulacao, os quais podem ser vistos na Figura Cada uma
das cores representa um tempo de simulagao, e o maior tempo de cada grafico indica
o momento no qual ocorreu a convergéncia. Assim, temos que as curvas da SOD1 Apo
atingiram o limiar de convergéncia apés cada “janela” ter simulado 45ns, totalizando

540ns simulados. Ja para o caso Holo, cada janela simulou 50ns, totalizando 600ns.

Quando analisamos de forma isolada somente os perfis de energia livre no tempo
em que a convergencia se deu, como pode ser visto na Figura podemos inferir

com afinco que a distancia nativa entre os CM (27.9A) est4 na regido de mais baixa
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Figura 5.11: Convergéncia da simulacgao realizada com o ABF. Cada uma das curvas
remetem ao pefil de energia livre de acordo com o tempo de simulacao de cada janela, em
funcao da distancia entre os centros-de-massa de cada monémero. Em (a) temos o compor-
tamento da SOD1 Apo , enquanto que em (b) temos a simulagao da SOD1 Holo(2xZn).
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energia livre do sistema, nos dando parametros numéricos que ajudam a mostrar do
ponto de vista termodinamico, que a conformacao mais estavel da SOD1 é o dimero,
e nao dois monomeros isolados. Este resultado se mostrou independente da presenca
dos fons de Zn, ou seja, o dimero apo também se mostrou estavel. Pode-se observar
na Figura que, a medida que separamos as duas cadeias, temos um aumento na
energia livre, indicando que uma separacio de 24 em relacéo a distancia mais estével
entre os centros de massa, ja é suficiente para gerar uma barreria em torno de 9.0
kcal /mol. Deste modo, vemos que a formagao da interface, independente da presenca
dos metais, esta diretamente relacionada com a estabilizacao dos dois monoémeros no

dimero.

Apesar dos perfis de energia livre da Figura indicarem que a barreira
para desfazer o dimero Holo ser apenas 1 kcal/mol maior do que o caso Apo, as duas
conformacoes apresentam perfis com algumas diferengas, principalmente entre as in-
clinacoes da barreira de energia livre, o que pode estar associado a fatores cooperativos
na dimerizacao, e, pela presenca de estados intermediarios antes da formagao do dimero
nativo. Para o caso Apo, o estado intermedidrio, com minimo em 31 A, é estabilizado
por uma barreira de 3 kcal/mol. J& na presenca dos metais, o ponto de minima enegia
do estado intermedidrio em 30 A indica que a SOD1 deve vencer uma barreira de 1

kcal/mol para se dimerizar.

Com os CM afastados em 34A, os dois monomeros Apo se mostraram ser
2.5kcal/mol mais estdvel que os dois monoémeros Holo. Estes valores de energia li-

vre elucidados pelo ABF, podem nos indicar que a falta dos metais ocasiona uma
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Figura 5.12: Energia Livre de dimerizagao utilizando o ABF. Cada uma das curvas
representam o perfil de energia livre de dimerizagao da SOD1 Holo (em azul) e Apo (em verde)
em funcao da distancia entre os centros-de-massa (CM) dos monoémeros. As simulagoes foram
realizadas em 298K.
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Fonte: Elaborada pelo autor

dificuldade a mais no processo de dimerizagao, o que vai na direcao do resultado pro-
posto por Strange et al (46]), o qual afirma que na auséncia dos metais, a SOD1 é mais

propicia a monomerizagao.

O aparecimento destes estados intermedidrios, por serem algo ainda nao rela-
tado na literatura, nos fizeram duvidar a respeito de sua real existéncia, levantando o
questionamento se eles surgiram pois eram ocasionados por algum artificio do préprio
ABF, ou, se eles realmente eram passiveis de existir, e neste caso, propor o que pode-
ria estar ocasionando tal existéncia. A primeira duvida sera respondida por meio de
simulagdes de controle de dinamica livre (se¢ao . Ja a segunda questao pode ser
respondida quando analisamos a formacao de contatos nao-nativos durante o processo
de dimerizagao da SOD1. A figura |5.13| nos mostra, com relacao a distancia entre os
centros-de-massa, os valores médios nas quantidades de contatos nao-nativos formados
para o caso Apo e Holo. Nesta figura, analisamos a formacao de contatos nao-nativos
realizados entre residuos de aminodcidos de uma mesma cadeia (contatos intracadeia
- Figura [5.13] (b)), e entre residuos de aminodcidos de cadeias diferentes (contatos
intercadeia - Figura [5.13] (a)).

A quantidade de contatos nao-nativos também parece ser um fenomeno relacio-
nado com a presenga/auséncia dos metais. Em média, se somarmos os contatos inter e
intracadeia, podemos ver que o sistema Apo forma mais contatos nao-nativos do que a

proteina Holo. Entretanto, o pico de formagao de contatos nao-nativos, nos dois casos,
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Figura 5.13: Formacgao de contatos nao-nativos em fungao da distancia entre os
centros-de-massa (CM). (a) Contatos nao-nativos intercadeias. (b) Contatos nao-nativos
intracadeias. Em azul temos a quantidade de contatos nao-nativos da SOD1 Holo (2xZn), e
em verde da SOD1 Apo. As linhas ligando as barras sdo apenas guias para os olhos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

se dao em regioes proximas onde estao localizados os estados intermediarios, podendo
este tipo de interacao ser a causa da presenga de um estado metaestavel antes do dimero
nativo ser formado. Aparentemente, quando os CM dos monomeros estao separados
em 31.5A, as interacdes ndo-nativas intracadeia ajudam na estabilizacdo da proteina
na ausencia dos metais, além de indicar a formacao de uma interface nao-nativa. Ja
na presenca dos metais, a estabilidade da proteina em 30 A parece ser ocasionada de
forma igual pela formagao de contatos nao-nativos inter e intracadeia. Mouro et al
(25) mostraram que de acordo com a quantidade de contatos nao-nativos formados,
as proteinas podem ter seus processos de enovelamento favorecidos ou desfavorecidos.
Neste caso, a diferenca na quantidade de contatos nao-nativos formados na proteina
Apo, somado a um aumento na dimensao da barreira de energia livre, nos da indicios
que neste caso, estas interagoes podem estar desfavorecendo a dimerizagao da SOD1

sem os ions de Zn.

5.3.2 Simulacoes de Controle - Sistema Livre

Simulagoes longas com os sistemas livres (sem o ABF) foram feitas para ve-
rificar a permanéncia dos monomeros/dimero nos estados em que o método do ABF
apresentou como sendo possiveis pontos de minima energia (local e global). O pri-
meiro resultado aqui mostrado, na Figura [5.14] nos informa o valor da distancia entre
os centros-de-massa dos monomeros em funcao do tempo de simulagao, para o caso

dHoloy e dApoy. Estas simulacoes foram iniciadas com os dois monomeros na posicao
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dimérica nativa (extraida do arquivo PDB).

Figura 5.14: Distancia entre os centros-de-massa (CM) durante 300ns. (a) Si-
mulacao da SOD1 Holo iniciada com a proteina na conformagao nativa (dHoloy). (b) Si-
mulacao da SOD1 Apo iniciada com a proteina na conformacao da SOD1 Holo nativa. As
simulagoes foram realizadas em 298K. As linhas tracejadas (em vemelho) correspondem ao

valor médio de distancia durante os 300ns de simulagao.
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Quando iniciada com os monémeros distanciados em 27.9 A (distancia nativa
entre os centros-de-massa), a proteina Holo ficou, em média, em uma distancia de 28.01
A, apresentando uma flutuacdo em torno de 0.50 A da distancia nativa. Na auséncia
dos metais, a proteina Apo, ficou com os centros-de-massa afastados, em média, 27.88
A, com uma flutuacéo de 0.74 A. As baixas flutuacdes e a permanéncia das proteinas
nestes valores de distancia, nos mostram que a regiao de minimo global apontada pelo
grafico de energia-livre do ABF, corresponde a conformagoes estaveis, o que vai na
direcao de afirmar que a forma dimérica é a conformacao na qual a SOD1 é mais

estavel.

Ao iniciarmos a simulagdo com a proteina sem os metais, e com os centros-
de-massa afastados em 31 A, vemos que a SOD1 também permanece em torno da
regiao na qual o ABF indicou como existindo um minimo local (estado intermediario).
Neste caso, como pode ser visto na Figura [5.15 a proteina apresentou uma flutuacao
maior na distancia entre os centros-de-massa (quando comparado com a Figura ,
varrendo um espaco conformacional que vai de 30 A & 36A. Se compararmos com a
curva de energia livre do ABF (Figura, vemos que para o caso Apo, a barreira de
dimerizacio tem seu pico em 30 A, indicando que a proteina chegou nesta regido mas
voltou para valores mais altos de distancia entre os CM, caracteristica que pode indicar
a presenc¢a de uma barreira nesta regiao, e que a proteina nao teve energia suficiente,

durante os 300ns simulados, para ultrapassa-la.
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Figura 5.15: Distéancia entre os centros-de-massa (CM) para a SOD1 dApo; Va-
riacao entre as distancias de centro-de-massa em funcao do tempo, para o sistema dApoy. A
simulacio foi iniciada com os mondémeros afastados em 31 4. Esta simulacéo foi realizada em
298K e latm de pressao. A linha tracejada em vermelho corresponde a média aritmética da
distancia mantida pela proteina durante os 300ns.
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Na Figura [5.16] mostramos o valor da fragao de contatos nativos mantidos pela
proteina ao longo de toda a simulacao. Podemos perceber na Figura m (a), que
na presencga dos metais, 90% dos contatos nativos sao mantidos. Por outro lado, na
auséncia dos metais, tanto para o caso dApoy (no minimo global de energia) quanto
para o dApo; (no minimo local - intermedidrio), praticamente 22% dos contatos nativos

sao perdidos durante a simulacao.

Associando os resultados da Figura [5.16] (a) com os de (b), pode-se notar que
a proteina Apo, quando simulada na distancia de localizacao do minimo global de
energia, manteve a interface completamente formada, sendo assim, os 22% de contatos
que foram desfeitos sao formados exclusivamente entre residuos de aminoacidos que
estao numa mesma cadeia, indicando que na auséncia dos metais, deve haver uma
maior flutuacao na posicao de alguns residuos de aminoacidos que estao afastados da
regiao da interface, e esta flutuagao estd ocasionando a perda de contatos nativos.
Todavia, para o caso dApoy, a perda de contatos nativos deve ser devido tanto a uma
flutuacao intracadeia, quanto intercadeia, uma vez que a interface manteve, em média,
apenas 11% dos contatos nativos. Maiores detalhes a respeito da flutuagao residual na
SOD1 sera discutido na Figura 5.1

A presenga de alguns contatos nativos na interface da proteina dApo;, associado

com os contatos nao-nativos elucidados com o método do ABF, mostram que este
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Figura 5.16: Fracao de contatos nativos em fungao do tempo de simulagao (a) Fracao
de contatos nativos totais para as simulac¢oes: dHoloy (iniciada na conformagao nativa, curva
em preto); dApoy (iniciada na conformacao nativa, curva em vermelho); e da dApoy iniciada
com os centros-de-massa distanciados em 314 (curva em verde). (b) Fracdo de contatos
intercadeia formados na interface nativa. Os padroes de cores seguem o mesmo definido na
figura (a).
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Fonte: Elaborada pelo autor

estado intermedidrio pode ser composto por um dimero nao-nativo. A formacao de
dimeros nao-nativos da SOD1 foi recentemente mostrado por Itsuki et al (93)), que de
forma experimental, investigou um comportamento anormal de mutantes da SOD1 em
condigoes fisiologicas (37°C). Estes mutantes mantinham uma estrutura dimérica mas
perdiam algumas conformacoes secundarias, os quais poderiam formar oligdbmeros por
meio de pontes dissulfeto intermoleculares. Embora este dado possa trazer um respaldo
para a presenca deste estado intermediario metaestavel, ainda é necessario uma anélise

mais detalhada para comprovar a sua real existéncia.

A perda de estruturas secundarias pode ser causada por flutuagoes conforma-
cionais, como foi citado na discussao da Figura Maiores detalhes a respeito da
flutuacao média de cada residuo podem ser vistos na Figura Quando simulada
em distancia nativa, vemos que ao menos 3 regioes do dimero Apo sofrem mais flu-
tuagoes do que na proteina Holo. Estas trés regioes no dimero estao localizadas em
duas regioes especificas de cada monémero: no loop IV (loop de ligagdo com os metais,
entre os aminodcidos 42-85 e 195-238 do dimero) e no loop VII (loop eletrostatico,
entre os aminodcidos 121-148 e 274-301 do dimero). Os demais aminodcidos mantém
flutuagoes préximas aos do dimero Holo. Recentemente, Habibi et al (88)), utilizando
outra técnica de simulagao, obteve como resultado que os loop IV e VII dos monomeros
Apo da SOD1 possuem valores elevados de flutuagao, o que corrobora com 0s nossos

resultados. Ao afastarmos os dois monomeros, podemos perceber pela Figura (b),
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que o dimero Apo aumenta a flutuacao de uma maneira global, mas ainda mantem os
maiores valores nos loops IV e VII. Neste caso, nota-se que tanto a presenga/auséncia
dos metais quanto a da interface nativa interfere na flutuacao dos aminodacidos, sendo

o dimero nativo Holo a conformacao com menor flutuacao.

Figura 5.17: Valor do RMSF para cada residuo da SOD1 (a) Os valores de RMSF para
os residuos da curva em preto remetem a simulagao da SOD1 Holo iniciada na conformacao
nativa. Ja os valores da curva em vermelho sao da simulagao da SOD1 Apo iniciadas nesta
mesma conformagao. (b) Os valores de RMSF aqui representados foram obtidos pela si-
mulagao da SOD1 apo iniciada no estado intermediario elucidado pelo ABF (Figura .
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Capitulo 6
Conclusoes

As simulacoes realizadas neste trabalho elucidaram alguns efeitos que a presenca
dos metais podem causar no enovelamento e dimerizacao da SOD1. Podemos concluir
e reponder a primeira pergunta do nosso objetivo indicando que os metais, Zn e Cu,
em concordancia com a formacao do sitio metdlico, auxiliam a proteina a se enovelar,
diminuindo a barreira de energia livre. Tal fato indica que eles podem ja se ligar
na enzima ainda desenovelada, uma vez que esta regiao se mostrou estar formada ja
nos primeiros estagios do enovelamento. Neste caso, além de auxiliar a proteina a se
enovelar, os metais também sao responsaveis por conferir uma maior estabilidade para
o estado nativo. A formagcao precoce do sitio metalico mostrou interferir diretamente no
caminho de enovelamento seguido por cada monomero, o qual se torna menos especifico.
A auséncia dos metais, além de retardar o processo de enovelamento, indicou que nesta
condi¢ao, é maior a probabilidade da SOD1 visitar conformacoes de transicao que
podem levar a proteina a formar estruturas patogénicas, tais como as folhas-g 2, 3, e
6.

De uma forma geral, a barreira de energia livre para o enovelamento do monomero,
apesar de ter um carater entréopico, mostrou ser dominada pela entalpia, uma vez que
poucos contatos nativos estao sendo realizados no estado de transicao. Tanto a en-
talpia, quanto a variacao de entropia conformacional se mostraram importantes para
elucidar o papel da ponte dissulfeto no enovelamento de cada monomero. A formagao
da ponte dissulfeto intracadeia entre as cisteinas 57 e 146, se mostrou importante para
garantir a estabilidade do estado nativo de cada monomero, diminuindo a energia do
ensemble nativo. O caso com ponte dissulfeto conformacional nos oferece a hipotese de
que in vivo a ponte dissulfeto seja feita apenas apods o estado de transi¢cao, nao sendo
responsavel por auxiliar a proteina a superar a barreira de energia livre. Porém, a

formagao precoce da ponte dissulfeto foi responsavel por uma pequena modificagao na
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posicao e na altura da barreira de transicao no caso apo, indicando que na presenca
da ponte dissulfeto oxidada, temos um menor custo entrépico de enovelamento, o qual
a proteina reduzida tenta compensar formando mais contatos nativos (diminuindo a
entalpia do sistema) para se enovelar. A auséncia da ponte dissulfeto, associada com
a falta dos metais, também pode favorecer um processo de misfolding, uma vez que o
caso apo reduzido mostrou ter maior probabilidade de formar regioes da SOD1 com
alta propensao de formar agregados. Valores experimentais de estabilidade, de com-
pactacao da cadeia, e de cinética de enovelamento, corroboram nossos dados e a forma

como foi encontrada a temperatura ambiente em unidades reduzidas.

O enovelamento da SOD1 se mostra dependente das condicoes de concentracao
de proteina. O aumento da estabilidade em alta concentracao de proteina pode es-
tar associado com a nao formacao do estado 2M, uma vez que a regiao da interface,
altamente hidrofébica, reduz a sua area acessivel ao solvente quando esta se enovela
de forma concomitante com a cadeia. Além disso, formar a interface de forma con-
comitante com o enovelamento da cadeia mostrou acelerar a cinética de formacao do
dimero em 15 vezes, diminuindo a exposi¢ao dos residuos da interface ao meio. Atingir
o mesmo valor de taxa de desenovelamento em uma temperatura 4.2% maior, indica
que o dimero da SOD1 ¢ mais estavel do que o monémero isolado, podendo ser essa

uma das razoes para a enzima atuar como dimero.

Os dados de taxa de desenovelamento, de perfil de energia livre obtidos pelo
ABF, e os de flutuagoes nos residuos das simulagoes livres, indicam que a SODI,
apesar de ser formada por dois monomeros que trabalham de forma independente, tem
na sua forma dimérica a sua conformacao mais termodinamicamente e estruturalmente
estavel. A formacao dos contatos de residuos de aminodcidos entre as duas cadeias,
nao sé6 reduz a area acessivel ao solvente nestes residuos da interface, como também
interfere na flutuacao dos residuos ao longo da cadeia, uma vez que na presenca da
interface nativa, a flutuagao da cadeia foi menor. O dimero mostra ser a estrutura
mais estavel mesmo na auséncia dos metais, porém, a presenca dos metais, também
afetam o processo de dimerizacao. Os metais sao responsaveis por diminuir a barreira
de energia livre para os dois monomeros se dimerizarem, além de dificultar o processo
de separacao entre as duas cadeias, dando mais estabilidade para o dimero nativo, e
desestabilizar a formacao de estados intermediarios, os quais se mostraram formados

por dimeros nao-nativos.
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Apeéendice A

WHAM — Weighted Histograms
Analysis Method

O método dos multiplos histogramas é um método autoconsistente e tem como
objetivo aumentar a informacao sobre o sistema. Utilizando histogramas oriundos das
simulagao de um mesmo sistema em uma gama de temperaturas, fazemos com que os
dados sejam melhores amostrados para que se possa ter uma boa estatistica sobre as
conformacoes adquiridas pelo sistema ao longo da simulacao. Por meio deste método,
somos capazes de gerar grandezas termodinamicas tais como: perfis de calor especifico
em funcao da temperatura, e a energia livre do sistema com relagao a coordenada de

reacao Q.

O método é baseado no fato de que o logaritmo da distribuicao de probabilidade
P(Q) dos valores correlacionados com um certo Q em uma temperatura fixa, pode
servir como uma estimativa do perfil da energia livre. Utilizando dados da mecanica
estatistica, para um conjunto de N simulagoes com C;, configuracoes para a temperatura

T, = temos que a densidade de estados é dada por:

1
kB/Bn !

QH(Q) = Hn(Q) eXp (BnE - fn) (Al)

no qual H,(Q) é o histograma da coordenada Q e f,, é a energia livre adimensional.
Os valores para f, sao dados arbitrariamente, e ao longo do método sao realizados

interacoes que testam os valores até que se atinja a convergéncia esperada.

A probabilidade de o sistema adquirir a conformacao QQ numa dada temperatura

T, é calculada da seguinte forma:
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S H(Q) exp(—B.E)
PO = 57 Q) (=B + 1)

De posse da probabilidade calculada de acordo com a equacao A.2, podemos

(A.2)

calcular a energia livre do sistema e as demais grandezas termodinamicas:

exp(—f) =>_ P(Q) (A.3)
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ABSTRACT Protein folding is a central problem in biological physics. Energetic roughness is an important aspect that controls
protein-folding stability and kinetics. The roughness is associated with conflicting interactions in the protein and is also known as
frustration. Recent studies indicate that an addition of a small amount of energetic frustration may enhance folding speed for
certain proteins. In this study, we have investigated the conditions under which frustration increases the folding rate. We
used a C,, structure-based model to simulate a group of proteins. We found that the free-energy barrier at the transition state
(AF) correlates with nonnative-contact variation (AA), and the simulated proteins are clustered according to their fold motifs.
These findings are corroborated by the Clementi-Plotkin analytical model. As a consequence, the optimum frustration regime

for protein folding can be predicted analytically.

INTRODUCTION

Understanding the underlying folding mechanism of a pro-
tein to its functional compact three-dimensional structure is
one of the great challenges of modern science. Failure in the
process of a protein to achieve the correct folded native
state can cause a series of pathological conditions, like
neurodegenerative disorders, including Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases (1). Over the last decades, the en-
ergy-landscape theory has been a consistent framework in
revealing protein-folding mechanisms (1-5). This theory
states that the energy landscape of globular proteins resem-
bles a funnel of structures progressively folded en route
to the native state with its bottleneck narrowed at the tran-
sition state between unfolded and folded ensembles (6-9).
The energy-landscape theory is successful in explaining,
qualitatively and quantitatively, folding studies in theoret-
ical (10-13) as well as experimental (14—17) investigations.
Based on energy-surface theory, many computational
models have been developed to predict folding mecha-
nisms, rates, and stability parameters connected with exper-
iments (9,18-22).

The protein-folding energy surface is multidimensional,
and it has a funnelled topography as a function of the re-
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action coordinate, usually described by the fraction
of native contacts, Q. The funnel theory describes pro-
tein folding as an ensemble of conformations gradually
diffusing from the unfolded state (lower Q), high entropic
and energetic conformations at the top of the surface fun-
nel, to the native state (higher Q), the lowest entropic and
energetic state at its bottom (23-28). Proteins are naturally
designed through evolution, so that folding pathways to-
ward the native state are not dominated by bumps due
to local energetic traps (5,29-33). Nature-designed se-
quences have the ability to fold completely on biological
timescales.

To fold, the funnel energy slope must be steep enough to
overcome the roughness and minimize local energetic trap-
ping (13), or energetic frustration (21). Energetic frustration
occurs due to the impossibility of satisfying all favorable
energetic interactions simultaneously during folding events
(34-37), allowing the formation of nonnative contacts (pairs
of residues not in contact at the native state). Kinetically
foldable proteins are naturally selected throughout the evo-
lution process so that the native state is minimally frustrated
(34-36,38,39).

Clementi and Plotkin introduced a theoretical/analytical
model that takes into account the effects of nonnative inter-
actions on the folding rate and on the folding free-energy
barrier (40). This model indicates that a nonzero amount
of nonnative energy interaction may enhance protein folding
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rates. The theory for the folding speed limit upon the nonna-
tive energetic frustration is well discussed in the literature
(41,42), and studies have been done on specific proteins
regarding nonnative interactions (26,43-45). In our previous
article (46), using C, structure-based models (SBMs) and
homogeneous frustration, the maximum value of energetic
frustration that can be added to the system to speed up
folding rates was quantified. This maximum value was
named the optimum energetic frustration (e}’pl) of each pro-
tein, and it was determined by analyzing the effect of the en-
ergetic frustration value (exn) on free-energy barrier height
and folding time. It was shown that not all proteins could
have folding rates enhanced by including a small amount
of frustration, i.e., &' is zero. However, for all of the other
proteins, ¢ correlates with the free-energy barrier height
(21) and the contact order parameter (47), clustering the
proteins accordingly to their motif (48).

In this article, we seek the connection between the Clem-
enti-Plotkin analytical model (40) and our previous compu-
tational results (46) through analysis of the underlying
mechanism in nonnative-contact formation during folding.
We show that the perturbed free-energy barrier variation
(AAF) depends on the nonnative energetic contact param-
eter (exn), and on the nonnative-contact variation (AA), in
the folding transition state (Q%). These three quantities
were calculated for a group of proteins using SBM simula-
tions. The difference between the perturbed and nonper-
turbed SBM model, in both analytical and computational
results, explains quantitatively the relevance of the nonna-
tive-contact formation in the pretransition state for the
maximal folding-speed-limit mechanisms. The former re-
sults of grouping the simulated proteins by their folding
motif were also recovered.

MATERIALS AND METHODS

In this study, a group of 15 proteins (46) was used to investigate the effect
of nonnative interactions in the transition state. Proteins were simulated
using molecular dynamics and a coarse-grained C, SBM (12,49). Despite
the simplicity of this model, it can capture important characteristics
of protein-folding mechanisms, as has been shown by computer simula-
tions (9,49-51). The agreement between experimental and computational
folding rates using the SBM is remarkable, as has been shown by Cha-
vez et al. (21).The simulation details are explained in the Supporting
Material.

Effect of nonnative interactions on the free-
energy barrier

Two order parameters are used by Clementi and Plotkin to map the folding
process in their analytical model: the fraction of native contacts (Q) and the
fraction of nonnative contacts (A) (40). These two order parameters are
normalized between 0 and 1. The fraction of nonnative contacts depends
on Q: the more native contacts are formed, the fewer nonnative interactions
are allowed. The theoretical model does not allow nonnative contacts for
Q = 1. The native attraction is characterized by the mean attraction energy,
£ (e < 0), and two energy scales are used to analyze the nonnative contribu-
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tion: the mean energy of a nonnative interaction (exy) and the energetic
variance of nonnative interaction (h?). Nonnative interactions are designed
to be weaker when compared to native interactions in a perturbative way.
Expressions for thermal energy (E), free energy (F), and entropy (S) as a
function of Q, A, and temperature (7) were normalized by the maximum
number of contacts, M (Egs. 7(a)-7(c) in (40)). The folding temperature
of the model (7Y) was defined as the temperature at which folded and
unfolded states have the same probability. Thus, at 7%, F(0,A)=F(1,0)
for exy = b*> = 0. If A* (Q) is the most probable value of A in a certain
Q, the difference between the most probable value in the transition state,
A*(Q"), and in the unfolded state, A* (0), is given by

AAT(Q7)=A"(Q") —A%(0). M

The variation in free energy between the unfolded and the transition states
at T is calculated. It is shown that the free-energy barrier height (AF) cor-
responds to the sum of the free-energy barrier between these states in the
absence of nonnative forces (AF®) plus a term referring to energetic
frustration:

AF  AF° b?
o= M5y
TF TF

T_Q_T}?JAA*(Q#)' )

Since exn always has negative values, Eq. 2 can be analyzed in two condi-
tions. If AA*(Q7) > 0, more nonnative contacts are formed in the transition
state than in the unfolded state, and the third term of Eq. 2 is negative, lead-
ing to a decrease in the free-energy barrier when compared with the barrier
without nonnative interactions (AF < AF°). This condition implies an in-
crease in the folding rate. On the other hand, for AA*(Q” ) < 0, the opposite
happens: nonnative interactions lead to an increase in the barrier, decreasing
protein folding rates.

Nonnative-contact calculation

Nonnative contacts for the C, SBM simulations were defined according to
the following criteria:

1) Nonnative contacts cannot be listed in the first native-contact map gener-
ated from the protein native configuration (see the Supporting Material);

2) Nonnative contacts consist of any two nonbonded amino acid residues
separated by at least four residues in the main chain and at a distance
of up to 6 A from each other;

3) Nonnative contacts cannot have a >30% probability of being found on
folded structures (Q > 0.9), and if that is the case, these new contacts are
included in the final native-contact list.

The difference in the number of nonnative contacts (AA) between the
transition and the unfolded states is calculated by

AA = A(TS) — A(Unf), 3)

with A being the average of nonnative contacts formed in the transition state
(TS) and in the unfolded state (Unf). The TS and the unfolded regions are
defined using the free-energy profile as a function of the native contacts
(F(Q)) for the respective protein (Fig. 1). The unfolded region is defined
as the region that involves all states from Q = 0 to the configuration in
which the protein reaches 15% of barrier height (AF) after the unfolded
minimum. On the other hand, the transition region is defined as the region
that involves all states located inside the free-energy barrier and having a
free energy F(Q)>85%AF. AF is calculated by the difference between
the peak of the free-energy barrier (F* = F(Q")) and its unfolded mini-
mum (Fypr = F(Q")), i.e., AF = F* — Fy, as shown in Fig. 1. The values
of 15% and 85%, described above, were chosen because they delimit the
unfolded and folded states and allow the presence of a pretransition region
for all proteins studied in this work, including those with low free-energy
barriers.
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FIGURE 1 Free-energy profile (F) as a function of the native-contact

fraction (Q) at the folding temperature (7%) for a typical protein (Ubiquitin,
PDB: 1UBQ) . 0" is the native-contact fraction that corresponds to the first
minimum in the unfolded state and Q" corresponds to the transition state at
the free energy barrier peak. The region between the first two vertical
dashed lines is defined as the unfolded region (Unf). The region delimited
by the third and fourth vertical dashed lines, which involves the free-
energy barrier peak, is defined as the transition region (7). AF is the
variation in free energy between the unfolded and transition states

(AF = F(Q") — F(Q")).

RESULTS AND DISCUSSION

Correlation between nonnative-contact variation
and the free-energy barrier without energetic
frustration

In accordance with the Clementi-Plotkin model (40) in
Eq. 2, the change in folding rates is directly related to the
difference in the number of nonnative contacts that are
formed in the transition and unfolded states (AA). As
described in the previous section, if AA is positive, the addi-
tion of an attractive interaction between nonnative contacts
decreases the free-energy barrier and increases the folding
rate. To test the correlation between the number of nonna-
tive contacts and the height of the free-energy barrier
without frustration (AF?), the number of nonnative contacts
formed during the folding process for 15 proteins was calcu-
lated (see Table 1).

Quantifying Nonnative Interactions

TABLE 1 Data Obtained for the 15 Proteins Studied and
Sorted by AF°

Protein PDB Amino Acids M RCO AF° (kgT) AA (x 107%)
3D 2A3D 73 136 0.095 023 —5.44
PIABD  1BDC 60 102 0.08  0.36 —0.98
EnHD 1ENH 54 111 0.13 0.71 —9.81
M9 1IMP 86 178 0.11 1.56 —4.44
HHCC  1HRC 104 246 0.11 1.79 —-7.10
PtL 2PTL 60 136 0.18 2.13 2.05
ADA2h  1PBA 81 175 0.14 2.38 3.60
PtG 2KOP 56 139 0.17 295 4.17
cR 1CIS 66 152 0.16 3.00 —~1.25
SH3 IFMK 61 152 0.19 3.89 3.94
Ubiquitin  1UBQ 76 188 0.15 434 1.27
HPr 1HDN 85 222 0.18 5.06 1.30
CSPTm  1G6P 66 180 0.17 5.69 5.00
TWIg 1WIU 93 253 0.20 5.86 10.19
aAIT 2AIT 74 196 0.19 6.21 11.68

Data included in the table for the proteins shown are the Protein Data
Bank (PDB) code, the number of amino acids, the number of native contacts
(M), the relative contact order (RCO), the free-energy barrier without
energetic frustration (AFO), and the variation in the fraction of nonnative
contacts (AA).

The average number of nonnative contacts formed during
the folding process varies for each protein. For example,
Fig. 2 shows the average number of nonnative contacts
formed during the folding process for two proteins, EnHD
(Fig. 2 a) and SH3 (Fig. 2 b). Fig. 2 shows that for both
proteins, there is an increase in the formation of nonnative
contacts up to the maximum value at the pretransition region
(P-TS). After the maximum value, the number of nonnative
contacts has a monotonic decrease. Beyond the small differ-
ence in the average number of nonnative contacts formed,
these proteins can be differentiated by their values and sig-
nals of AA. The protein EnHD, and also the proteins a3 D,
PtABD, EnHD, HHCC, IM9, and CI2, formed more nonna-
tive contacts on average in the unfolded than in the transi-
tion region, i.e., AA <O0. In this case, according to Eq. 2, it
is expected that the addition of an energetic frustration in
these proteins will be responsible for reducing the folding
rates. On the other hand, for proteins PtL, ADA2h, PtG,
SH3, Ubiquitin, HPr, TWIg, CSPTm, and «AIT, the forma-
tion of nonnative contacts in the transition state exceeds the
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FIGURE 2 Average number of nonnative con-
tacts (A) as a function of the native-contact fraction
(Q) at the folding transition temperature (TF)
for the proteins (a) EnHD and (b) SH3. Vertical
dashed lines delimit the defined regions for the
unfolded (Unf), transition (TS), and pretransition
(P-TYS) states. A reaches its maximum at the pre-
| | transition state for both cases.
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number formed in the unfolded state, and therefore, AA > 0.
AA values calculated for all 15 proteins are shown in
Table 1.

The correlation between the free-energy barrier height
(AF®, in KT units), without the energetic frustration term,
and the variation in the number of nonnative contacts
(AA) for the 15 proteins studied are shown in Fig. 3. The
free-energy barrier correlates with the nonnative-contact
variation by a factor of 0.81 (linear correlation) and it clus-
ters the simulated proteins by their fold motifs. This result
shows a strong correlation between these two variables
and indicates that w«-helix proteins make, on average,
fewer nonnative contacts in the transition state than in the
unfolded state. The opposite effect happens with proteins
with B-sheets. This result appears not to be dependent on
the chain length. The positive linear correlation coefficient
indicates that proteins with a low variation in nonnative con-
tacts (AA) have a low free-energy barrier and that the free-
energy barrier increases with the increase in variation of
nonnative contacts.

The product of AF® by native contact order was found
to be the best parameter to correlate with optimum frustra-
tion values, according to the principal-component analysis
shown by Contessoto et al. (46). It will be seen that the
AA values for each protein are also strongly correlated
with relative contact order (RCO) x AFY, as can be seen
in Fig. S1. The linear correlation of 0.84 between these pa-
rameters indicates that free-energy barrier height multiplied
by the contact order is a good parameter for predicting the
effect of the energetic frustration on these proteins, as was
suggested in the earlier study (46). The AF° and RCO values
are shown in Table 1.
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FIGURE 3 The free-energy barrier (AF°) as a function of nonnative-
contact-fraction variation (AA) for all proteins studied. Proteins are
represented by their fold motif according to the SCOP database criterion
(48): a (squares), B (circles), and « + B (triangles). The linear-fit cor-
relation to the data is 0.81. AF? is strongly correlated to AA, and it
clusters the simulated proteins by their motif in three distinct groups.
The data were extracted from Table 1 using AF? (without energetic
frustration).
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Comparing analytical and computational results

In this section, the AA values and the variation in the free-
energy barrier (AAF = AF™S — AF%) when the energetic
frustration (exn) is added to the C, model are presented.
The results were compared with those predicted by the
Clementi-Plotkin model (Eq. 2) and the optimal energetic
frustration from our previous study (46).

This study uses homogeneous energetic frustration with
no sequence dependence. In our previous article (46), it
was shown through principal-component analysis and par-
tial least-squares analysis that the results seem to depend
weakly on the frustration potential. In another study, a
heterogeneous frustration potential was employed (9) in
which energetic frustration was achieved by the addition
of a random energy term characterized by a distribution
width, b. An increase in folding temperature was observed
for some values of b? and a decrease for high values. These
results are analogous to the case of homogeneous frustra-
tion. More details regarding the potential used to add frus-
tration to the C, model can be seen in the Supporting
Material. The exn values used were 0.05, 0.10, and 0.20.

Nonnative-contact formation with energetic frustration

For all proteins studied here, an increase in the nonnative
interaction leads to an increase in the formation of nonnative
contacts during the folding process. This increase does not
occur homogeneously in all ensembles; it becomes more
evident in the unfolded and pretransition states. Therefore,
depending on the value of exn, a gradual increase in the
amount of nonnative contacts is formed before the pretran-
sition state and it can be higher than the average amount
formed in the transition region. Thus, the gradual increase
in the energetic frustration accounts for the reduction of
AA values until it becomes negative, which, according to
the Clementi-Plotkin model, makes the increase in frustra-
tion unfavorable to the folding process.

Fig. 4 shows the nonnative-contact variation (AA) as
a function of the energetic frustration term (exn) included
in the simulation model. Each protein responds differently
when a small quantity of frustration is added. Proteins formed
exclusively by a-helixes, such as EnHD and HHCC, shown in
Fig. 4, already had a negative value of AA, even without the
energetic frustration term, and continue to have more nega-
tive values of AA when exy is incremented. For o + 8 pro-
teins, which had, initially, a positive value of AA, an
increase in the exy values causes a gradual change of their
AA values and signals. Ubiquitin and ADA?2h had their sig-
nals of AA inverted when the frustration term was 0.05 and
0.1, respectively. These values of exn, which inverted the
signal of AA, correspond exactly to the optimal energetic
frustration determined for these proteins by Contessoto
et al. (46). Very similar behavior occurs with CSPTm and
aAIT proteins formed mainly by (-sheets. Such proteins
had their AA values decreased gradually, but only reached a
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FIGURE 4 Variation in the formation of nonnative contacts (AA) accord-
ing to the energetic frustration term (enn) added in the simulation for six of
our simulated proteins. Both axes are calculated at the respective folding
temperature. The black line divides the positive and negative values of
AA. The dotted lines connecting the points are a visual guide. AA is the dif-
ference between the numbers of nonnative contacts formed in the transition
region and the unfolded region.

negative value at larger degrees of frustration (exy = 0.2). In
all cases, when proteins formed more nonnative contacts in
the unfolded state than in the transition state, exy was close
to the optimal energetic frustration value determined previ-
ously (46). In this case, when proteins are in their optimum
frustration degree, they are at the same regime as those pro-
teins in which the increase of frustration slows folding.

The vast majority of proteins have an unfolded dimension
that scales with the protein chain length. An increase in the for-
mation of nonnative contacts in the unfolded region can occur
when an attractive energetic frustration is added to the simula-
tion, and more unfolded compact structures can be formed, as
shown in Fig. 4. Compaction of unfolded structures has been
identified and studied computationally and experimentally in
some proteins (52-56). This compaction is associated with the
formation of hydropobic cores or with the formation of me-
dium/long-range contacts. These unfolded structural aspects
seem to play an important role in the thermodynamics and
kinetics of the folding process (52.57).

Changes in the free-energy barrier height

To compare the variation of the simulated energetic barrier
with and without the frustration term, a value of energetic
frustration close to the optimal values already determined
(46) was used; exy = 0.05 for a-helix proteins and Ubiqui-
tin, exy = 0.1 for PtL, PtG, ADA2h, CI2, SH3, and HPr; and
exy = 0.2 for CSPTm, «AIT, and TWIg.

The comparison between the variation in the free-energy
barrier height, AAFS™ obtained by the simulations, and
AAF™heoy | given by Eq. 2, is shown in Fig. 5. AAFMeo jg
calculated using the M, T?, and AA parameters calculated
by simulation. Fig. 5 shows that the simulated results and
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FIGURE 5 Analytical and simulated free-energy barrier variations when
energetic frustration is added (AAF = AF™s — AFP), Each protein is repre-
sented by its respective motif according to the SCOP database criterion
(48)—a (squares), B (circles), and « + @ (triangles)—and colored by the en-
ergetic frustration (exx ) added to the simulation: 0.05, 0.1, and 0.2. Both axes
are normalized by the respective folding temperature in the absence of exy
(T?). The dotted line is the linear regression of the two data sets. The values
of AAF™ are obtained by simulation using the weighted histogram analysis
method with Q (the fraction of native contacts) as an order parameter. The
values of AAF™M are obtained using Eq. 2 as reference with b = 0 and
AA calculated by the simulation of each protein. The linear correlation to
the data is 0.95. To see this figure in color, go online.

the analytical model predictions are strongly correlated,
with linear fit correlation 0.95. Thus, when the proteins
are folded with a small degree of frustration close to their
optimal value, the computational and the analytical result
have the same behavior. Also, Fig. 5 shows the results clus-
tered according to their folding motifs; ¢ proteins have
lower AAF and high exn, o + 8 proteins have intermediate
AAF and exN, whereas a-proteins have high AAF and low
exN, which is in agreement with the analytical model
(Eq. 2) and the results from Fig. 3.

CONCLUSIONS

The difference in the number of nonnative contacts formed
between the unfolded and the transition states showed a
strong correlation with the height of the free-energy barrier,
since proteins with a low free-energy barrier were those with
fewer nonnative contacts formed in the transition state than
in the unfolded state. In addition, the results suggest that
proteins formed mainly by a«-helix structures form more
nonnative contacts in the unfolded state, in such a way
that the ratio between the numbers of nonnative contacts
formed in the transition state makes the energetic frustration
unfavorable for them.

Energetic frustration, as it has been modeled in this study,
proved to be responsible for increasing the formation of
nonnative contacts, especially in the unfolded state. Frustra-
tion has also proved to reach a maximum threshold as the
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AA values is decreased, leading proteins to form fewer
nonnative contacts in the transition state than in the
unfolded state. The energetic frustration value, which
changes the sign of AA for almost all proteins tested, was
close to the optimal frustration determined previously by
Contessoto et al. (46). This corroborates the results expected
by the theory developed by Clementi and Plotkin and makes
a connection with the former computational analysis.
Despite all the approximations that were made for the simu-
lation and the analytical models, both resulted in agreement
in 95% of the cases, as can be seen in Fig. 5.

Although it appears to be controversial that the presence
of nonnative contacts may favor the folding process, this can
be explained mainly by the fact that when inserting an ener-
getic frustration, we add an attractive interaction energy in
the midst of the contacts, which according to the results ob-
tained, leads to an increase in the nonnative collapse. The
increase in the nonnative collapse may favor access to other
structures, which may be responsible for bringing amino
acids close to each other, which in turn favors the formation
of native contacts, accelerating the kinetics of the process.
One question that arises from these studies is about the na-
ture of the changes and stabilizations observed when a
nonnative potential is introduced. Such a stabilization may
originate with entropic or enthalpic factors. In preliminary
studies, we observed variations dependent on the protein
motifs. Further studies should not only investigate different
motifs, but also analyze such effects in terms of their depen-
dence on the type of frustration used.

SUPPORTING MATERIAL

Supporting Materials and Methods and one figure are available at http://
www.biophysj.org/biophysj/supplemental/S0006-3495(16)30388-5.
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