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Resumo

O processo pelo qual uma proteína assume sua configuração funcional é denominado

enovelamento e corresponde a um problema que intriga os pesquisadores desde a década

de 50. Devido à importância que essa classe de macromoléculas possui e às doenças que

sua má atividade acarretam, compreender a formação de sua estrutura tridimensional é

uma questão fundamental. Contudo, devido à sua complexidade, o processo ocorre em um

espaço de fase multidimensional, de forma que sua análise não é trivial. Esse problema

se torna ainda mais complicado devido ao fato de existirem classes especiais de proteínas

que apresentam certas particularidades, como é o caso das proteínas intrinsecamente

desordenadas e das proteínas de repetições. Enquanto a primeira classe apresenta alta

flexibilidade e a ausência de um estado nativo de referência, a segunda classe corresponde à

estruturas terciárias compostas pela repetição de um mesmo domínio, e que não enovelam

de forma independente mas sim por meio de um mecanismo de cooperação. Neste trabalho

foram analisados dois sistemas distintos. O primeiro consiste nas dinâmicas moleculares

de monômeros de β-amilóides, visando compreender suas diferentes taxas de agregações.

O segundo sistema corresponde às simulações de proteínas da família de repetições de

anquirina, buscando a compreensão do mecanismo de formação dessas repetições. As

análises foram realizadas por meio do Energy Landscape Visualization Method que, usando

uma métrica baseada na distância interna entre os resíduos de cada conformação, é capaz

de projetar a superfície de energia em espaços 2D e 3D. Os resultados demonstraram que

a propensão de agregação das diferentes espécies de β-amilóide está contida no relevo

de energia livre dos monômeros, enquanto que as repetições de anquirina apresentaram

diferentes rotas de enovelamento com distintas probabilidades de ocorrência.

Palavras-chaves: Superfícies de energia; β-amiloide; proteínas de repetições.



Abstract

The process by which a protein assumes its functional configuration is called folding

and corresponds to a problem that has intrigued researchers since the 1950s. Due to the

importance of this class of macromolecules and the diseases that their harmful activity

entail, understanding the formation of its three-dimensional structure is a fundamental

question. However, due to its complexity, the process takes place in a multidimensional

phase space, so its analysis is not trivial. This problem becomes even more complicated due

to the fact that there are special classes of proteins that have certain particularities, such

as intrinsically disordered proteins and repeat proteins. While the first class presents high

flexibility and the absence of a native state of reference, the second class corresponds to

tertiary structures composed by the repetition of the same domain, and which does not fold

independently but through a cooperation mechanism. In this work, two distinct systems

were analyzed. The first consists of the molecular dynamics of β-amyloid monomers,

aiming to understand their different aggregation rates. The second system corresponds

to the simulations of proteins from the ankyrin repeat family, in order to understand the

mechanism of formation of these repeats. The analyzes were performed using the Energy

Landscape Visualization Method. This method uses a metric based on the internal distance

between the residues of each conformation, and it is able to represent the ensemble of

molecular conformations in an effective 2D and 3D phase space. The results show that the

aggregation propensities of different species of amyloid-β are encoded in the free energy

spectrum of its monomers, while the ankyrin repetitions presented different folding routes

with distinct occurence probability.

Keywords: Energy landscape; amyloid-β; repeat proteins.
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1 Introdução

Compreender os mecanismos biológicos é um dos principais objetivos e desafios da

ciência moderna. Nesse intúito, a principal classe de macromoléculas a ser estudadas são as

proteínas. Responsáveis por inúmeras funções essenciais para a manutenção da vida, grande

parte de seus comportamentos permanece sem uma solução definitiva. O processo no qual

a cadeia de aminoácidos assume uma estrutura funcional é denominado enovelamento, e é

o principal alvo de estudos. Essas pesquisas procuram compreender como a informação

presente em sua sequência de resíduos é capaz de guiar as proteínas ao seu estado nativo.

Entender esse processo é de extrema importância, uma vez que diversas doenças estão

diretamente relacionadas ao mal enovelamento de algumas proteínas, como a doença de

Alzheimer [2]. Estudos revelaram que a superfície de energia dos estados assumidos pela

proteína tem um papel fundamental para determinar o caminho até seu estado nativo [1].

Na década de 90, Onuchic propôs um modelo capaz de explicar o enovelamento de uma

proteína por meio de sua superfície de energia [3]. Através de um mapeamento estatístico

das possíveis conformações de uma proteína, a superfície apresenta o estado nativo como

o mínimo global de energia, de forma que sua topologia seja afunilada, com múltiplos

caminhos que levam a proteína ao estado estrutural nativo. Devido a esses caminhos, o

funil apresenta rugosidades em sua superfícies, que correspondem a mínimos locais de

energia, responsáveis por armadilhar essas macromoléculas em um estado parcialmente

enovelado [4, 5].

Todavia, existem diversas famílias de proteínas que apresentam especificidades

que tornam seu enovelamento de difícil compreensão. Seja por não possuírem um estado

nativo ou por enovelarem através de interações específicas entre determinadas regiões, suas

superfícies de energia são demasiadamente complexas. É nessa classe que se encontram

dois tipos de moléculas de grande interesse: as proteínas intrinsecamente desordenadas

(IDPs) e as proteínas de repetições. Enquanto que as IDPs não possuem um estado nativo

ou de referência, as proteínas de repetições apresentam a união de domínios idênticos que

se formam através de um processo cooperativo.

Para analisar essas superfícies de forma convencional, é necessário o uso de inúmeras

coordenadas de reação, o que acaba por dificultar ou até mesmo inviabilizar os estudos.

É nesse contexto que o Energy Landscape Visualization Method (ELViM) surge como

uma alternativa que possibilita a análise e o entendimento do modelo estudado. Nesse

trabalho, foram estudadas as mudanças conformacionais nos monômeros de β-amilóides e
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Figura 1: Esquema do funil de enovelamento. A coordenada de reação ou parâmetro de

ordem, Q, é correlacionada com a energia e indica o grau de similaridade dos estados com

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

o enovelamento das repetições de anquirina. Esse estudo foi realizado em colaboração com

a Rice University, o Instituto de Química Biológica de la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales, e o European Molecular Biology Laboratory.

1.1 β-amilóides

Nos últimos 20 anos, o entendimento do processo de agregação das proteínas que

causam a doença de Alzheimer tem sido um grande foco de estudo. Essa doença possui

uma relação direta com a proteína β-amilóide (Aβ), uma IDP que surge de forma mais

abundante como um polímero de 40 ou 42 resíduos através da clivagem da proteína amilóide

precursora [6, 7]. A relação dessa IDP com a doença de Alzheimer reside na tendência

de agregação, formando placas que podem bloquear a sinalização entre as células nas

sinapses [2]. Contudo, estudos recentes sugerem que essa tendência pode estar contida

no espectro energético das formas monoméricas [8]. Um dos indícios está no fato de que,

apesar de diferirem em apenas dois aminoácidos, as duas sequências apresentam agregações

distintas. Enquanto que a abundância natural da Aβ40 é de 10/1 em relação à Aβ42, ela

somente está presente em 1/3 das placas formadas, de modo que a agregação da Aβ42

ocorre de forma muito mais rápida e expontânea [9, 10]. Esse resultado corrobora com

estudos anteriores que indicam que a taxa de agregação da Aβ42 está relacionada com o
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conteúdo de folhas-β presente em sua forma monomérica [11]. Junto a esse estudo também

foram identificadas mutações na sequência de 40 aminoácidos que apresentam um aumento

na taxa de agregação [12–15].

O ELViM foi utilizado nesse trabalho para analisar as mudanças conformacionais

dos monômeros de Aβ40, Aβ42 e de seis mutações da Aβ40: A21G, D7N, D23N, E22G,

E22K e E22Q, a fim de compreender suas taxas de agregação. Essa técnica de visualização

da superfície de energia já se provou capaz de discernir essas superfícies em IDPs, como

demonstrado em trabalho com a PAGE4 [16].

1.2 Proteínas de repetições

Em geral, um domínio proteico estrutural é um módulo relacionado à estabilidade

e ao processo de enovelamento de uma proteína. Contudo, existe uma classe especial que

apresenta repetições de um mesmo domínio que não enovelam de forma independente, mas

sim através de uma cooperação que leva ao estado nativo por um caminho específico [17].

Dentre essas proteínas, destacam-se as chamadas de solenoides, compostas em geral por 20

a 40 trechos de aminoácidos semelhantes que se enovelam em estruturas alongadas [18]. A

Figura 2 ilustra três exemplos de solenoides para a família de repetições de anquirina.

Figura 2: Representação da estrutura terciária das proteínas de repetições de anquirina,

com a 3ANK correspondendo ao PDB 1N0QA, 4ANK ao PDB 1N0R e 6ANK ao PDB

1NFIE.

Uma das particularidades dessas proteínas é o fato de que essas matrizes são

estabilizadas apenas por interações dentro de cada repetição ou entre repetições adjacentes,

sem a interação entre os contatos de resíduos muito distantes na cadeia [19, 20]. Essa

arquitetura contrasta com a típica de proteínas globulares, nos quais a cadeia se dobra

para formar interações entre resíduos que se encontram distantes na sequência. Dessa
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forma, o processo de enovelamento, bem como a superfície de energia, das proteínas de

repetições difere do enovelamento de proteínas globulares, uma vez que as interações dos

resíduos distantes em sequência frequentemente desempenham um papel central em definir

a topologia da proteína. [21].

Nesse trabalho foi analisado o enovelamento das matrizes de repetições por meio do

ELViM [22], utilizado para explorar as superfícies de energia da proteína anquirina de três,

quatro e seis repetições (3ANK, 4ANK e 6ANK), assim como demonstrar a cooperação entre

as diferentes repetições e a forma como essas proteínas varrem o espaço conformacional.
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5 Conclusões

As superfícies de energia foram analisadas através do método ELViM para dois 

sistemas diferentes: A IDP β-amilóide e as repetições de anquirina, especificamente de três, 

quatro e seis repetições.

A natureza desordenada e a alta flutuação das IDPs resulta em uma superfície 

complexa de alta dimensionalidade, além do fato de que a falta de estrutura nativa também 

implica na falta de uma coordenada de reação adequada. Por meio do ELViM foi possível 

explorar as mudanças conformacionais nas formas monoméricas das Aβ, o que revelou que 

uma pré disposição para agregação possivelmente possui uma relação direta com o conteúdo 

de folhas-β dos monômeros, uma vez que a Aβ42 e os mutantes, que possuem altas taxas de 

agregação, apresentam em suas rotas uma barreira de energia menor que a presente na Aβ40. 

Além disso, a localização dos estados fundamentais nas projeções revelam que a maioria 

dos contatos necessários para iniciar a formação de fibras já estão formados na Aβ42 e nas 

mutações, enquanto que a Aβ40 precisa desfazer suas hélices primeiro.

Já os resultados para as proteínas de repetição confirmaram as expectativas de

que suas superfícies são de fato afuniladas em direção ao estado nativo. Contudo, a
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ocorrência de estados intermediários e a localização dos estados de transição são governadas

pela topologia mais detalhada de cada proteína. Vemos também que, mesmo quando a

topologia parece ser altamente simétrica, a população de rotas de enovelamento acaba sendo

fortemente assimétrica. Todos os três sistemas parecem retroceder a formação de alguns

elementos quando monitorados utilizando somente a média do Qo local, efeito que pode

ser entendido como decorrente de serem estruturas diferentes de rotas de enovelamento

paralelas que possuem o mesmo Qo global. É provável que à medida que essas matrizes

de repetição crescem, a cooperatividade entre as repetições decai, conforme a energia das

interfaces de tamanho finito deve ficar cada vez mais forte para superar a entropia de

incorporar uma nova repetição [35]. Isso é observado para o maior sistema que foi analisado

nesse trabalho, a IκBα, que tem uma região bastante plana da superfície que consiste

em um subdomínio enovelado de cerca de 3 unidades de repetição consecutivas, o que

é consistente com o conjunto estrutural proposto para esta proteína no estado livre não

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

Através do Energy Landscape Visualization Method foi possível analisar as superfí-

cies de energia de sistemas que até então apresentavam empecilhos em seu entendimento

devido às suas naturezas. Os resultados obtidos confirmaram algumas hipóteses já existentes

e revelaram novos mecanismos pelos quais esses sistemas atuam.
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