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“Quando um artista pinta um retrato de um homem, empenha-se mais por criar na
tela a sua propria impressdo do assunto do que uma reproducdo fotografica. Podemos
imaginar os cientistas como artistas que criam tal retrato da natureza. Um artista estaria mais
interessado no &tomo; outro nos elétrons; um terceiro no ndcleo. Cada um desenha sua propria
parte do retrato com algumas incorrecoes. Entdo, apds alguns poucos anos, outro artista olha o
retrato, repara que algumas linhas necessitam de mudangas, e faz a alteracdo. E muito raro
haver necessidade de apagar uma grande parte do retrato e comeca-lo novamente do esboco.
Por vezes, esses artistas, embora ndo possuam outro meio melhor de apresentar algum aspecto
da natureza, sabem que algo esta errado com certa parte do quadro. Entdo tem que esperar até
gue haja maior conhecimento sobre essa parte e, por enquanto reconhecer que este detalhe ndo
estd inteiramente correto. Esses modelos, portanto, estdo em constante mudanca; e as teorias
atuais refletem no total ou em parte, o trabalho de muitos artistas. Um retrato da natureza de
cinquenta anos atras ainda lembra grosseiramente a mesma, porém o retrato atual € mais
condizente com a natureza. Assim, 0 que aprendemos atualmente ainda sera a base do retrato
da natureza que os artistas terdo daqui a meio século. Por isso devemos ter em mente que 0s
modelos constituem um retrato da natureza, mas ndo constituem nem jamais poderdo
constituir reproducdes perfeitas da natureza.”

(Baseado em NOVAIS, 1981).



RESUMO

SANTOS, Joelmir Dos. SII\/IULA(;C)ES DA AGREGACAO DA AMILINA E CAUSAS DA
DIABETES TIPO Il. 2013. 55 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Processos
Quimicos) — Diretoria de graduacdo e ensino profissional - Coordenacdo de processos
quimicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2013.

A Amilina ou IAPP (Islet amyloid polypeptide) é potencialmente responsavel pelo
desenvolvimento de formas agregadas que atuam no desenvolvimento da diabetes. Com uma
abordagem microcanénica, objetivou-se investigar as causas da diabetes mellitus tipo Il
através de simulagdes de Monte Carlo, técnica oriunda da Fisica-estatistica. Tais simulacfes
foram estruturadas tendo-se como base de dados a hidrofobicidade conforme escala
‘Roseman’ de cada aminoacido constituinte da cadeia peptidica, sendo realizadas analises
termodindmicas com enfoque na entropia (S) e avaliando as possiveis configuracGes
favoraveis a tal agregacdo para as variantes mutantes rlAPP (rato comum), clAPP (gato
‘domestico’) e hIAPP (homem). Foi usado o algoritmo multicandnico (MUCA)
implementado em Fortran 90 e executado em Linux. Como ferramenta de visualizagdo
utilizou-se o RasMol, para comparagdo com o PDB e verificacdo dos estados agregados que
induzem a doenga, ja para analises dos dados numeéricos empregou-se o QtiPlot e xMGrace.

Palavras-chave: IAPP. Diabetes mellitus tipo I1. Simulacdo de Monte Carlo. Termodinamica.



ABSTRACT

SANTOS, Joelmir Dos. SIMULATION OF AGGREGATION OF AMYLIN AND CAUSES
OF DIABETES TYPE II. 2013. 55 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em
Processos Quimicos) — Diretoria de graduacdo e ensino profissional - Coordenacdo de
processos quimicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2013.

The Amylin or 1APP (Islet amyloid polypeptide) is potentially responsible for the
development of aggregated forms that operate in the development of the diabetes. With a
microcanonical approach we aimed to investigate the causes of type Il diabetes mellitus
through Monte Carlo simulations, a technique derived from Statistical Physics. The
simulations were structured taking as a database the hydrophobicity scale of 'Roseman’ of
each constituent aminoacid of the peptide chain. The analysis focused on the thermodynamic
entropy (S) and evaluations of possible configurations favorable to aggregation of the mutant
strains rlAPP (common rat), clAPP (‘domestic’ cat) and hIAPP (man). We still used the well-
known multicanonical algorithm (MUCA) implemented in Fortran 90 and run on Linux. For
visualization purposes RasMol was employed for comparison of structures to PDB, so
allowing verification of aggregated states that induce the disease. For analysing the numerical
data QtiPlot and xmGrace were used.

Keywords: IAPP. Type Il diabetes mellitus. Monte Carlo simulation. Thermodynamics.
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1 INTRODUCAO

A diabetes mellitus € uma doenca muitas vezes congénita e que acomete cerca de 12
milhdes de pessoas apenas no Brasil (SBD, 2012). Caracteriza-se pelo mau funcionamento ou
diminuicdo dos receptores das células beta-pancreéaticas, que uma vez ndo funcionando de
maneira satisfatdria, fazem com que a glicose ndo adentre eficientemente nas células. Se nao
tratada em tempo pode levar ao infarto, derrames, cegueira e comprometimento da circulacéo
periférica que se relaciona com o fato de alguns horménios alterarem o funcionamento
corporal de modo geral. Por sua vez, a diabetes mellitus do tipo Il (DM-II) ndo é congénita e
tem suas causas tradicionalmente associadas a um estilo de vida propicio, incluindo fatores
como a obesidade, o sedentarismo ou a idade avancada, dentre outros.

Fisiologicamente é ainda observado que as mesmas células beta-pancreéticas
responsaveis pela producédo de insulina, e que séo afetadas pela DM-I11, também produzem um
horménio conhecido por Amilina ou IAPP (do inglés: Islet Amyloid Polypeptide). A IAPP é
reconhecida por seus efeitos metabolicos sinérgicos quando em associacdo com a insulina.
Por outro lado, em biopsias de pancreas de humanos diabéticos esta proteina foi encontrada
na forma de agregados amiloides (de onde deriva seu nome), que se assemelham aos
encontrados em pessoas acometidas por outros males degenerativos.

Deste modo, a associacdo da IAPP com as causas da DM-II em humanos é uma
hipdtese de trabalho que fornece dados importantes quanto ao funcionamento em nivel
hormonal do organismo. J& sabe-se, por exemplo, que em diabéticos crbnicos a fase
protofibrilar dos agregados formados por esta proteina tem toxicidade suficientemente letal as
células pancreaticas (HAYDEN, 2002, p. 38-126). Na busca por um tratamento eficiente falta,
contudo, melhor compreender os mecanismos moleculares que levam a formacdo destes
agregados. Uma das abordagens teéricas nesta direcdo vem do estudo da formacdo de
agregados deste peptideo via modelagem quimica simplificada da interacdo de seus
aminodcidos (residuos) descritos por modelos minimos. Dentre estes modelos, por exemplo,
existem aqueles como o AB (IRBACK, 1997), que mantém o carater hidrofobico/polar
reconhecidamente importante ao enovelamento proteico, Hipdtese abordada.

Sabe-se ainda que os residuos de 20 a 29 na estrutura primaria da IAPP estdo
relacionados ao comportamento molecular agregacional patologico que se apresenta na DM-
I (JAIKARAM, 2001, p. 179-203). Como resultados descritos na literatura médica

(YOUNG, 2005) ratificam que estes agregados proteicos de |APP estdo associados a apoptose
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em células beta pancreéticas, este foi um tema interessante de estudo uma vez que constitui
um esboco para o desenvolvimento da area farmacéutica. Desse modo foi utilizado neste
estudo a abordagem in silico, isto é, simulagcdes computacionais de modelos quimicos tedricos
que descreveram o comportamento termodindmico da molécula em questdo. Em particular,
este estudo enfocou em melhor entender a regido molecular correspondente aos aminoacidos
20-29 da estrutura (sequéncia) proteica primaria, (CABALEIRO-LAGO, 2009, p. 3453-3461)
por causa de sua importancia na agregacao e também a fim de simplificar o modelo a ser
analisado.

O desenvolvimento de novas tecnologias tem levado paulatinamente a um
consideravel incremento no namero de experimentos computacionais realizados, por
exemplo, nas areas da quimica como o desenho racional de farmacos, que empregam
simulagGes numéricas. A maior vantagem desta metodologia advém da diminui¢do de custos
e aumento do controle experimental se comparado aos estudos tradicionais in vitro
(ANDREWS; WINTER, 2011, p. 43-50).

Desse modo, o comportamento termodindmico do sistema quimico da IAPP pbde ser
estudado, passo inicial para desenhos tedricos, visando atender as necessidades especificas de
novas terapias moleculares. As simulacdes de Monte Carlo (SMC), oriundas da mecanica
estatistica, forneceram uma conexd@o termodinamica a partir de calculos envolvendo modelos
microscopicos (GROSS, 2001).

Os métodos de SMC ainda séo pouco utilizados em bioquimica no Brasil, assim, esta
abordagem € considerada incipiente em tal area de pesquisa. Esta é uma area de multiplas
utilidades em ciéncia e de importancia social, econdmica e principalmente tecnolégica. Por
isto, este estudo visou analisar as causas da DM-11 por meio de simula¢cdes computacionais ab
initio de modelos proteicos minimos (IRBACK, 2003), ou seja, aqueles em que apenas 0s
graus de liberdade quimicamente mais relevantes para um dado sistema sdo representados
(BERG, 2008, p. 54-55).

Os estudos que utilizam a metodologia in silico, tem funcdo importante na industria
farmacéutica. Dessa forma, descobrir as causas do diabetes de maneira mais aprofundada
pode ajudar no desenvolvimento racional de novos farmacos. O laboratério americano Amylin
Pharmaceuticals conseguiu, por exemplo, desenvolver um importante medicamento nessa
linha: a “Pranlimtide”. Este produto, que é uma versao mutante da rlAPP biocompativel com
seres humanos, tem como forma molecular C;71H267N51053S,, € um peso molecular igual a
3951,4421g/mol (PRAMLINTIDE, 2012).
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A “Pramlintide” foi aprovada para uso em marco de 2005 pelo FDA, devido as
numerosas experiéncias (inclusive de simulagfes computacionais) desenvolvidas em sua
formulacdo (AMYLIN, 2012). Sua acdo envolve desde a perda de peso até a reducdo dos
niveis de glicose no sangue. 1sso porque ela também induz a reducdo da producdo da enzima
glucose, realizada pelo figado e que inibe a acdo do glucagon, horménio produzido no
pancreas e que regula a producdo da glucose pelo figado (JONES, 2007, P. 1832-1834). Outro
importante efeito desta droga é a diminui¢do, ou até mesmo a reversdo, da formacdo de
agregados de hIAPP no pancreas diabético. A Pramlintide pode ser utilizada por diabéticos
dos tipos I ou Il, geralmente em conjunto com a insulina, diminuindo a necessidade dos niveis
necessarios desta Ultima.

Estudos mais detalhados das causas da agregacdo da IAPP, e a utilizacdo de novas
metodologias computacionais, podem levar futuramente a descoberta da formulacdo de
farmacos ainda mais especificos e baratos para o tratamento deste mal, como € o caso da
Exenatide (JONES, 2007). Visou-se portanto, dar 0s primeiros passos nesta direcéo,
empregando de forma introdutéria e pedagdgica métodos numéricos e modelos tedricos

simplificados.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Simulacdo computacional da agregacdo da proteina IAPP via modelos minimos de
interacdo entre aminoacidos (do tipo AB: hidrofébico/hidrofilico) no estudo da causa da DM-
Il. Emprego da analise termodinamica no formalismo microcandnico para a caracterizacao
das transicbes de fase (de agregacdo e enovelamento) e estabilidade estrutural em sistemas

biologicos.
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1.1.2 Objetivos especificos

Revisdo de linguagens de programagdo de relevancia
cientifica, como o Fortran 90 estruturado em Linux, aprendizado de modernas
ferramentas para analise e tratamento de dados como o Qtiplot, XmGrace, Origin 8.0 e
de visualizacdo molecular: RasMol.

Revisdo na literatura de simulagbes utilizando modelos de
Monte Carlo dindmico, com algoritmos multicandnicos (MUCA);

Simulagdo das versdes mutantes de IAPP provindas de
humanos (hlAPP), felinos (cCIAPP) e de roedores (rlAPP), enfocando as simulagdes
nos residuos da sequéncia primaria [APP2g.29, reconhecidamente responsaveis por
abrigar as mutacdes moleculares patogénicas.

Anélise de estabilidade termodindmica nas diferentes variantes
moleculares de IAPP visando detectar propensfes especificas para a formacdo de
agregados  toxicos. Realizacdo de analise microcandnica dos processos
termodinamicos relacionados a 1APP e estudo dos agregados proteicos formados na
agregacao daquela, quantificacdo dos resultados obtidos em termos de calores
especificos e energias livres;

Investigacdo da dependéncia dos resultados termodinamicos
quanto as escalas de hidrofobicidade empregadas durante 0 mapeamento da sequéncia

priméaria do PDB (Protein Data Bank) no modelo minimo AB.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMOLECULAS

A Bioquimica ocupa-se com o estudo das biomoléculas responsaveis, em nivel
atbmico, pelos inameros processos fisioldgicos dos seres vivos. Tais moléculas estdo
associadas a processos quimicos complexos, induzidos e guiados pela dindmica do meio
intracelular que as circunda e que pode desencadear reagdes paralelas. Nesta classe molecular
sdo frequentes as mudancas de conformacdo espacial e consequentemente a alteracdo de
funcionalidades biolégicas com o passar do tempo (BRANDEN; TOOZE, 1999).

Os conceitos bioquimicos vao desde os tipos de ligacdo quimica, reacdes acido-
bésicas, primeira e segunda lei da termodinamica e a interacdo de macromoléculas biologicas
com a agua. Quanto as ligacdes, elas podem ser classificadas em ligacOes covalentes e nédo
covalentes. Essencialmente, essas moléculas sdo definidas a partir de ligacdes covalentes. No
entanto, ha em diversos casos ligacdes ndo covalentes envolvidas apesar da natureza
covalente da maioria das ligacGes em bioquimica.

As ligacOes covalentes sdo mais fortes, por serem formadas atraves de
compartilhamento de elétrons, no caso do carbono, que é um elemento comum em tais
moléculas, e tem um comprimento de ligacdo simples estimado na ordem de 0,154 nm
(BERG, 2008). Isto torna a energia de quebra das ligacbes C-C consideravelmente altas,
conferindo estabilidade aos compostos organicos que sdo a base das moléculas bioldgicas. No
caso das proteinas, que sdo heteropolimeros nao-ramificados formados pela condensacéo de

AAS, as ligacOes covalentes entre estes monémeros é chamada de peptidica (Figura 1).
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Peptideo 1 Peptideo 2

Agua

Dipeptideo

Figura 1 - Esquema de uma ligacéo peptidica
Fonte: FRIGORI, 2010.

Ligacdes ndo-covalentes séo fracas e se baseiam em quatro tipos essenciais: (BERG,
2008 p.7-9; ATKINS, 2011) ligacGes de Hidrogénio, interacOes eletrostaticas, interacdes de
Van Der Waals e seu efeito residual: as interagdes hidrofobicas (BEIG, 2006). Cada uma
dessas ¢ afetada de maneira especifica na presenca de agua, embora nos processos reais dos
sistemas biologicos todas essas interacbes facam-se presentes, as interacfes hidrofobicas
desempenham papel central no enovelamento e agregacédo proteicos (Figura 2). Como este € 0
foco de interesse deste trabalho, este ultimo tipo de interacdes serd priorizado nos modelos

teoricos simplificados que serdo empregados (FRIGORI, 2010).

Cadeias
Cadeias laterais laterais ndo
polares polares "
ek Vg
T &; « P ‘w.\, " ’5 ="
o 7 ! < -.—l i _“‘”'
\ "Ly,
s 88_g6
& VvV P Regido  de Pontes de hidrogénio
- nucleo  que formadas em cadeias
contém  as laterais polares do lado
cadeias de fora da molécula.

Figura 2 - Interacdo polar em proteinas
Fonte: Adaptada de MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, 1994.
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2.1.1 Aminoécidos e Proteinas

A parte da bioguimica que estuda as proteinas procura por caracteristicas especificas
dos AAS, que sdo os mondmeros constituintes de tais heteropolimeros. Esta especificidade é
central ao enovelamento proteico pois deformacdes na estrutura nativa de uma proteina,
induzidos por exemplo pela substituicdo de alguns AAS, sdo suficientes para que se formem
agregados (BEIG, 2006), e desses agregados surjam doencas degenerativas, como Huntington,
Alzheimer, Parkinson e a DM-I1.

Os AAS por sua vez possuem em geral duas fungbes orgénicas, a parte que contém
uma amina (NH,) a esquerda, e um grupo carboxilico a direita (COOH) (vide Figura 3). Além
do Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, e Nitrogénio presentes, ainda, em menor quantidade
podem existir atomos de Enxofre nessas estruturas. Tanto amina quanto o acido carboxilico
estdo ligados a um carbono alfa (Ca), os AAS ainda possuem como caracteristica a

quiralidade.

Figura 3 - Estrutura geral de um
aminodcido (exceces: prolina e glicina)
Fonte: LEHNINGER, 2005.

Um fato interessante € que na formacdo de proteinas nos organismos Vivos
participam apenas 20 tipos de AAS, ditos naturais, enquanto sdo conhecidos centenas de AAS
artificiais, ou “ndo padrao” (LU, 2006, p. 102). Ha varias classificacdes possiveis para os
AAS naturais, no entanto, a mais importante para os estudos que foram realizados aqui é a
que se baseia na hidrofobicidade. Pode-se assim classifica-los da seguinte forma
(LEHNINGER, 2005):
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Polares: tem radicais formadores de ligacGes de hidrogénio, portanto se dissolvem em &gua,
solvente polar. Estes sdo chamados de hidrofilicos. Exemplos: glicina, serina, treonina,

cisteina, tirosina, asparagina e glutamina.

Apolares: possuem radicais hidrofébicos e normalmente ndo sdo soluveis em 4gua. Séo

exemplos: alanina, leucina, valina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina e triptofano.

Carregados: sdo aqueles que possuem carga, podendo ser basicos ou &cidos, e portanto

também tem carater hidrofilico, devido essas cargas associadas a molécula.

2.1.2 A agua em processos biologicos

As reacdes bioquimicas em sua maioria utilizam a 4&gua como solvente. 1sso se deve
ao fato da agua ser polar, ou seja, a molécula da agua possui momento de dipolo permanente
(SOLOMONS, 2005; RICHTER, 2009, p. 65 — 66). As moleculas de &gua também interagem
fortemente entre si, formando ligacbes de hidrogénio. Devido a isso, a constante dielétrica da
4gua é alta, cerca de 80 (BERG, 2008). E isso que faz com que a agua seja um solvente
versatil, capaz de dissolver instantaneamente substancias polares.

Um efeito particularmente importante € o chamado efeito hidrofobico. Este efeito
tem grande importancia no estudo da agregacdo de proteinas, na formacdo de complexos
macromoleculares, e na ocorréncia de doencas degenerativas, 0 que explica também, dessa
forma a desnaturacdo proteica. Como a agua interage com moléculas polares, (HUMMER,
1998) no caso das proteinas a reacdo seria de repulsdo da parte apolar da molécula e atracéo
da parte polar (Figura 4). Este efeito ocasiona os dobramentos na molécula estudada

(enovelamento) e sua possivel agregacdo (BERG, 2008).
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Figura 4 - Estrutura dos 20 AAS naturais e as cadeias que 0s caracteriza quanto a interacao
com a agua.

Fonte: Adaptado de FRIGORI, 2010.

2.1.3 Conformacéo e estrutura das proteinas

Como ja visto, as ligacdes peptidicas conectam um AAS a outro, surgindo entdo, um
polipeptideo quando vérias dessas reacdes de condensacdo ocorrem. Define-se dessa forma
que proteina sdo polipeptideos com fungédo bioldgica bem definida e que contém até milhares
de AAS, ou em raros casos, poucos como na IAPP com 37 residuos. Outro conceito
particularmente importante quanto as proteinas € que os AAS que as constituem existem
apenas em sua forma levdgira, sendo encontrados também em sua forma estereoisémera (S).
Ainda quanto a estrutura proteica tridimensional é importante ressaltar que ela pode interagir
com outras proteinas, ou com as mais variadas substancias, alterando assim algumas

funcionalidades bioldgicas tipicas dessas proteinas em questdo (BERG, 2008).
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Quanto a sua natureza, convenciona-se classificar proteinas em globulares, que séo
aquelas que possuem maior solubilidade e quantidade de funcGes bioldgicas, sendo sensiveis
a desnaturacdo; fibrilares, sdo insolUveis, possuem funcdo definidas apenas em animais, e
resistem bem a desnaturacdo; membranosas, sdo constituintes da membrana plasmatica das
celulas, possuem variadas funcdes bioldgicas associadas a elas, sdo sensiveis a desnaturacéo
(LEHNINGER, 2005).

Quanto a estrutura, as proteinas sdo divididas em quatro niveis hierarquicos
conforme Figura 5 (BRANDEN; TOOZE, 1999; BERG, 2008):

[ Gly a8 J
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‘:;tlf - @ . &
[ Va g =

(a) (b) (©) (d)
Figura 5 - Estrutura das proteinas. (a) estrutura primaria; (b) estrutura secundaria; (c)
estrutura terciaria e (d) estrutura quaternaria.

Fonte: LEHNINGER, 2005.

Estrutura primaria: Refere-se a sequéncia de AAS ao longo da cadeia peptidica, unidos,
como 0 nome acima sugere, por ligacdes peptidicas ao longo da estrutura, ndo faz referéncia
quanto a disposicéo espacial dos &tomos.

Estrutura secundaria: Os peptideos podem dobrar-se sobre si mesmos em quatro formas:
hélice alfa, folha beta, alcas e voltas, sendo aqui descritos os dois tipos principais a serem
estudados: a hélice alfa e folha beta. As estruturas secundarias se formam através de arranjos
proximos entre si das estruturas primarias, o que s6 ocorre devido a rotacbes nas ligacoes
entre carbonos alfa dos AAS e seus grupamentos (Figura 6).

— Heélice alfa: ocorre em escala espiral. Essa é a mais tipica dos grupamentos de
estrutura secundaria. O que define tanto as estruturas em hélice alfa quanto em folha
beta sdo as ligacdes de hidrogénio que existem entre os grupamentos N-H e C=0, uma
vez que os AAS estdo proximos em uma sequencia linear (priméaria) o que gera
dobramentos, culminando em estruturas secundarias (BERG, 2008, p. 41). Possuem
ainda como o proprio nome sugere, hélices sendo que ha 3,6 AAS por volta. Dessa
forma, em resumo, hélice alfa é estrutura que € estabilizada por pontes de hidrogénio

dentro da cadeia. Essas estruturas podem girar em dois sentidos: para direita
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(dextrorsa) e para a esquerda (sinistrorsa), sendo que na natureza sdo conhecidas

apenas em sua forma dextrorsa.

— Folha beta: O que diferencia a hélice alfa da folha beta é basicamente o fato de que
aquelas s@o estabilizadas por pontes de hidrogénio dentro da cadeia, as Ultimas sdo
estabilizadas por ligacGes de hidrogénio entre os filamentos dos peptideos (BERG,
2008, p. 42), isso faz com que a folha beta possua geometria achatada e rigida. Nos
dois tipos comuns de estruturas secundarias, normalmente h4& momento DE dipolo
permanente nas terminagdes carboxilicas e das aminas. Existem ainda associagdes
complexas de folhas-beta capazes de formar agregados proteicos e estruturas fibrilares
(hélices beta) que estdo diretamente envolvidas no aparecimento das ditas doengas
amiloides (FRIGORI, 2010, p. 42).
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Figura 6 - Estruturas secundarias de peptideos: (a) alfa hélice e (b) folha
beta. Importante: as liga¢des de hidrogénio estabilizam as estruturas
secundarias.

Fonte: Adaptado de KERIAN, 2011.

Estrutura terciaria: E resultante de enovelamentos ou dobramentos da estrutura secundaria,
como Vvisto na Figura 7, a seguir. Estas estruturas sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio e
de dissulfetos. Sua estrutura geométrica € intrinsecamente tridimensional e é determinada, ao
contrario das secundarias, por interacfes de longo-alcance entre os AAS constituintes, as
quais sdo chamadas de hidrofobicas e eletrostaticas (LEHNINGER, 2005).
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Figura 7 - Estrutura terciaria de uma proteina.
Fonte: ACADEMIA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA, 2012.

Estrutura quaternaria: Sdo compostas pelo mais alto grau de complexidade possivel na
conformacédo proteica. Nesses tipos de estruturas, as cadeias peptidicas podem se unir, 0 que
implica na existéncia de mais de uma proteina na constituicdo dessa estrutura (Figura 8). Ela é
estabilizada do mesmo modo que as estruturas terciarias, e 0 representante mais popular a
apresentar estruturas quaternarias € a hemoglobina, cujo mal agregacional relacionado é a
conhecida anemia falciforme (BRANDEN; TOOZE, 1999).

Figura 8 - Estrutura quaternaria da hemoglobina,
Fonte: Adaptada de Proteins, 2004,
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2.1.4 Enovelamento e agregacao proteica

O enovelamento proteico deve-se a varios fatores bioquimicos e conduz a proteina a
um minimo de sua energia livre. Normalmente falhas neste processo desencadeiam-se quando
uma proteina ndo consegue assumir sua conformacdo nativa, ou biologicamente funcional.

Como é ilustrado na Figura 9 (abaixo), ha diversas conformagdes possiveis para a
proteina dependendo do seu estado termodindmico, o que se representa graficamente por
rugosidades no chamado “funil” de energia livre. O estado de equilibrio, denominado por “F”,

é 0 de menor energia e por isso é dito o estado nativo da proteina.

Figura 9 - Os pontos 11, 12, 13 sdo rotas alternativas
para a estabilizagcdo da estrutura proteica, enquanto
F é a estrutura nativa da proteina.

Fonte: Frigori, 2010.

Contudo, em certas condicdes, as proteinas podem se metaestabilizar em outros
minimos (locais) da energia livre, e assim, alterar drasticamente seu papel bioldgico. E
possivel nestas situacdes que ela assuma conformacg6es como as designadas por 11, 12, ou 13,
e somente a partir dai seguir “rotas preferenciais” (as setas na Figura 9) até o estado nativo.
No entanto, certas “rotas errdbneas” podem induzir a producdo de conformacdes patoldgicas
que favorecem a agregacao proteica.

Vale recordar que o enovelamento proteico é um processo espontaneo e guiado pela

informacdo bioquimica contida na estrutura primaria. A passagem para um estado enovelado é
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controlado por interacdes de Van Der Waals e consequentemente ocorre um aumento da

entropia no sistema, além da diminuicdo da sua energia livre de Gibbs (BENITEZ, 2010, p.

38-39). Ha ainda vérios fatores externos que influenciam o enovelamento, tais como a

temperatura, o pH e o carater hidrofébico exercido pelo meio circundante.

Referente a este Ultimo fator, destaca-se os residuos hidrofilicos (polares) das

proteinas, exibidas no quadro 1 (abaixo), que tendem a interagir atrativamente com o meio

aquoso circundante, enquanto os hidrofébicos procuram afastar-se da agua.
assim conformac0es tridimensionais e especificidades bioldgicas.

Letra Sigla Nome Tipo
A Ala Alanina H
C Cys Cisteina H
D Asp Acido Aspirtico P
E Glu Acido Glutimico P
F Phe Fenilalanina H
G Gly Glicina HouP
H His Histidina P
| lle Isoleucina H
K Lys Lisina P
L Leu Leucina H
M Met Metionina H
N Asn Asparagina P
P Pro Prolina H
Q Gin Gilutamina P
R Arg Arginina P
S Ser Serina P
T Thr Treonina P
\Y Val Valina H
W Trp Triptofano H
Y Tyr Tirosina H

Quadro 1 - Representagdo dos AAS em trés, e uma letra, e classificacdo de
hidrofobicidade/polaridade de cada aminoacido “natural”.

Fonte: BEIG, 2006.

Originam-se
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Por fim, observou-se na literatura vigente que falhas no enovelamento das proteinas
favorecem a formacdo de agregados fibrilares amiloides, como é o caso da DM-II
(WESTERMARK, et al. 1989). Esses agregados sdo estaveis e causam danos graves aos
tecidos vivos. Uma compreensdo detalhada dos mecanismos que produzem esses agregados é
ainda incipiente, sendo portanto, motivadora de recentes pesquisas abordagem como essa aqui

presente.

2.2 DM-I

A diabetes € uma doenca que possui como principal caracteristica a elevagdo dos
niveis de glicose no sangue, a hiperglicemia. A glicose é fundamental para o organismo, pois
é a forma que os tecidos utilizam a energia dos alimentos. Se os niveis de insulina no sangue
ndo sdo consideraveis o organismo simplesmente ndo consegue retirar a energia de que
necessita dessa glicose, que por sua vez vai se acumulando no sangue.

Ha quatro tipos principais de diabetes: a gestacional, que ocorre somente durante a
gravidez; a diabetes tipo | que é a mais comum em pessoas relativamente jovens; DMJ que €
quando a doenca acontece em jovens e a DM Il que é comum em idosos e obesos. Esta Ultima
é também conhecida como a diabetes do adulto, e corresponde a cerca de 90% de todos os
casos de diabetes. Esse tipo de diabetes ocorre principalmente por causa dos maus habitos
alimentares e em varios casos, se ndo € diagnosticada no inicio, possibilita o surgimento de
complicac6es no cérebro e no coracdo (SBD, 2012; DE MARIA, 2011).

Ainda sobre a DM-II, sabe-se que as celulas beta-pancreaticas responsaveis pela
producdo de insulina (e que sdo afetadas durante a doenca) também produzem outro
horménio, a chamada Amilina ou IAPP (GALEAZZA, 1991, p. 585-591). A IAPP ¢
reconhecida por seus efeitos metabdlicos benéficos e sinérgicos quando em associacdo com a

insulina, e problemas com seu metabolismo podem induzir a DM-11 (YOUNG, 2005).
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2.2.1 1APP

A IAPP é um heteropolimero (proteina) potencialmente responsavel por induzir a
proteinopatia DM-I1 quando na sua fase agregada. Na natureza, ha diversos tipos de proteinas
que formam agregados, sendo responsaveis por doencas degenerativas como Alzheimer,
Parkinson, Huntington e Creutzfeldt-Jakob. Tais males sdo também induzidos outros fatores,
como a relacdo do aluminio com o desenvolvimento do Mal de Alzheimer (YIN, 2010, p.
1438).

Um fato curioso é que ha variacdes da IAPP presentes em outros animais e que tem
comportamentos bioquimicamente bastante distintos. Nesse estudo sera enfatizado além da
versdo humana (hlAPP) a proteina presente nos roedores (rlIAPP) e o caso intermediario no
qual se encontram os gatos (CAO, 2013), que tornam-se diabéticos, mas ha possibilidade de
reversdo (clAPP). Uma motivacdo vem do fato de que ratos ndo se tornam espontaneamente
diabéticos, apesar de rlIAPP possuir apenas seis mutacdes em relacdo a hlAPP (RHOADES;
AGARWAL,; GAFNI, 2000, p. 230-238). Vale lembrar que estas referidas mutacdes
(substituicdes) estdo concentradas apenas entre os residuos de 20 a 29, sendo por isso 0

fragmento 1APP.29 0 foco de estudos computacionais.

2.3 METODO DE MONTE CARLO

Nos estudos aqui descritos, o objetivo foi investigar as propriedades termodinamicas
de segmentos proteicos das IAPPs, em suas versées humana (hlAPP), felina (ClAPP) e dos
roedores (rlAPP), partindo de uma descricdo molecular (microscépica) do sistema. Para essa
finalidade empregou-se as chamadas simulagdes de Monte Carlo, uma técnica emprestada da
fisica-estatistica, que permite computar a entropia termodinamica (S) a partir dos
microestados (W) de um sistema molecular (GROSS, 2001; MCQUARRIE, 2000).

Este formalismo fisico foi originalmente proposto por Boltzmann, em seu tratado de

fisica-estatistica microcan6nica, e poderia ser resumido na Equacdo (CERCIGNANI, 1998):

S(E) = k*In[W(E)] (1)
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Ou seja, um macroestado termodindmico (com energia total E) que é descrito pela
funcdo de estado “entropia” denotada por S ¢ associado a uma série de microestados possiveis
“W” (i.e. configuragdes microscopicas que sejam macroscopicamente equivalentes), todos
tendo a mesma energia E, e sendo k uma constante de proporcionalidade.

Esta definicdo de entropia satisfaz, portanto, os quesitos termodinamicos usualmente
necessarios de aditividade, extensividade e concavidade, sendo matematicamente equivalente
(e fisicamente igual) & entropia termodindmica definida por S = AQ/T. Lembrando que a
entropia termodindmica mensura a variagdo de calor cedido a um corpo (AQ) a uma
temperatura constante (T) e caracteriza, dessa forma, importantes processos fisicos, como as
transicdes de fase. A partir de (S), outras grandezas termodinamicas como a temperatura (T) e
o calor especifico (C) podem ser computadas, por exemplo, usando as seguintes relacGes
(GROSS, 2001):

o Temperatura (T)
—=p(e)="Ls(e,m) 2
T(e) de ’ 2)
o Calor especifico (Cv)
d
Cv(e):ﬁ ©)

O algoritmo utilizado para implementar 0 método de Monte Carlo dinamico é
denominado multicandnico (MUCA). Nesta abordagem em particular, uma prescri¢éo
iterativa € utilizada para o calculo aproximado (por meios numéricos) da entropia do sistema
para quaisquer energias (LANDAU, 2005; BERG, 2003). Uma vez computada esta entropia
S, que é a mais fundamental das funcGes de estado termodinamicas (pois dela deduzem-se as
demais), as energias livres mais usuais como a de Gibbs (G), Helmholtz (A) ou mesmo a
Entalpia (H) do sistema podem ser diretamente estimadas (BALL, 2005).

Para efetuar estas simulacdes, evolugdes temporais foram executadas sobre 0 modelo
molecular que foi estudado Figura 10, as quais consistiram em uma série de mudancas
aleatorias nas posicbes atdbmicas relativas das proteinas em questdo. Tais mudancas
microscopicas induzem variagbes nas energias de interacdo interatbmica, que sdo
armazenadas e contabilizadas na forma de Histogramas (ou seja, numa contagem de

ocorréncias de cada microconfiguracdo para uma dada energia, conforme Figura 10).
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X

Figura 10 - Esquema da atualizagdo de Monte Carlo
empregada neste estudo. Angulos de tor¢do e variagdo dos
mddulos relativos a posicdo dos AAS em relagdo a outros
AAS na proteina.

Fonte: FRIGORI, 2010.

Deste modo, em “n+1” sucessivas aplicagdes iterativas deste processo, que € repetido
ao longo do tempo de simulagdo computacional em n-passos, € construida uma boa
aproximacao para a entropia microcandnica S™ a partir do seu valor prévio obtido no “n-
ésimo passo” (i.e. S") e dos valores acumulados (e atualizados) do Histograma das energias
(H) computadas ao longo da evolugdo computacional no “n-ésimo” passo. Para tal utiliza-se a
sequinte relacdo fundamental de recorréncia que caracteriza o algoritmo multicandnico
(BERG, 2003).

$"(E) =S"(E) + In[H" (E)] (4)

De onde a termodinamica do sistema é extraida e transicdes de fase moleculares, por

exemplo, como os processos de enovelamento ou agregacao proteicos sdo caracterizados.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESCRICAO DO SOFTWARE EMPREGADO

O modelo AB constitui-se em um aprimoramento do simplificado modelo HP
(BEIG, 2006, P. 72-81) para a descricdo dos aspectos (H)idrofébico e (P)olar de peptideos.
Nas simulacgdes realizadas foi utilizado um cddigo computacional ja implementado e validado
anteriormente (FRIGORI, 2010). Para a simula¢do de heteropolimeros cujos “pseudoatomos”
(ou seja, representacdes simplificadas dos residuos proteicos, vide Figura 11) interagem
segundo um potencial hidrofébico-hidrofilico (chamado modelo AB) que pode ser ilustrado
na Figura 10, como proposto em (IRBACK, 2003).
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Figura 11 - Estrutura de esqueleto de peptideo utilizada.
Fonte: FRIGORI, 2010.

A Figura 11, é uma representacdo grafica das simplificacdes estruturais teoricas
empregadas nos célculos realizados. Teve-se a necessidade de empregar modelos de “grdo-
grosso” (como o AB) para que haja reducdo dos graus de liberdade fisicos reais do sistema, a
fim de que se reduza o custo computacional. Os residuos sdo entdo substituidos por
“pseudoatomos”. Dessa forma, para a descricdio do modelo sdo necessarias apenas as

equacOes descritas a seguir:
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N2 N-2 N L Clogo;)
Hsingie—prot. = 42 (1 — COS HL) +4 Z Z (712 — E’J> 5)

k=1 i=1 j=i+2

A Equagdo (5) é valida para caracterizar apenas uma cadeia peptidica de N AAS,
sendo que o primeiro termo da Equacdo tende a distender a molécula, enquanto o segundo
termo tende a equilibrar essa distensdo pela acdo das forcas hidrofébicas/hidrofilicas (de Van
der Waals). A Equacéo (5) mostrada ainda depende do coeficiente C, que se relaciona com o
fator de hidrofobicidade, como esse estudo descreve interagdes considerando um sistema no
modelo AB, tem-se para C:

(+1.0 o,.0;,=A
C(og, o) = i—l—[}.ﬁ oi,0; =B (6)

0.5 a; #F oy.

Ha ainda no modelo AB a possibilidade de introducdo de problemas mais complexos,
como a interacdo entre proteinas, responsavel pela formacdo de agregados. Nesse sentido, a
Equacdo (7) pode descrever a formacdo de agregados pela interacdo proteina-proteina,
contidas em conjuntos de M polipeptideos, representados por uma hamiltoniana (energia do
sistema). Para tal, considere a energia de interagao de M proteinas, indexadas por “p” e “v”,

sendo os residuos i , e j , nas respectivas proteinas descritas no modelo AB, que se

implementa como segue abaixo a Equacdo 7:

To e e i

p=M . .
i 1 (7o)
i

;
n=1 FETIE S B e

Nota-se que as EquacBes de (5) a (7) levam em consideracdo apenas as
caracteristicas hidrofébicas (A) e hidrofilicas (B) dos AAS de cada proteina em estudo.

Apesar desta radical simplificacdo nos potenciais de interagdes moleculares, esta abordagem
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resulta também em uma dréstica reducéo das necessidades computacionais e por isso € ideal a
estudos preliminares no tema.

As andlises numéricas e/ou estatisticas dos resultados computacionais obtidos foram
efetuadas com o auxilio de pacotes de softwares amplamente empregados na area de fisica
experimental e quimica, e que ja& contam com excelentes versdes freeware de cddigo-fonte
aberto, como € o caso do Fortran 90, QtiPlot, XmGrace e do RasMol.

Com o desenvolvimento da biologia estrutural ap6s a década de 1950, a tecnologia
computacional teve de ser aprimorada gradativamente para conseguir acompanhar o ritmo das
descobertas. Atualmente é possivel fazer diversos estudos complexos nessa area com 0S
avancos alcancados, mesmo em computadores pessoais. Isso também levou a criacdo de
bancos de dados com estruturas de proteinas para download (PDB, 2012) Dentre as diversas
ferramentas para visualizagdo de dados disponiveis, foram utilizados nesse trabalho:

Fortran 90 - Compilador, usado na execucdo do programa de analise.

QtiPlot - E uma plataforma de analise de dados complexos usado para o ensino, bem
como para a analise e visualizagdo de dados em empresas, escolas, universidades e institutos
de pesquisa em todo o mundo, sendo de uso pratico (freeware) em relagdo a outros softwares
com as mesmas funcionalidades.

XmGrace - é uma ferramenta de plotagem grafica em 2D que permite modificar
interativamente dados, onde é possivel definir todos os tipos de parametros de plotagem,
mudar aparéncia de figuras, bem como salvar a figura em varios formatos possiveis.

RasMol - Foi o mais utilizado para visualizacdo das estruturas proteicas.
implementado em Linux, e de uso livre, portanto de uso gratuito. O que torna pratico o uso
desse software € a capacidade de gerar graficos moleculares de proteinas complexas com
formato PDB dentre outros, usando capacidade relativamente baixa de CPU.

Assim, pela natureza tedrico-computacional deste projeto de TCC, ndo foi necessario
0 uso de triplicata nas analises. O custo se reduz a apenas dois computadores quadricore com
preco individual de R$ 2500,00 e a energia elétrica gasta com a maquina, uma vez que esta
ndo podera ser desligada ao longo das simulacGes. Ndo houve a necessidade de aquisicdo de
novos equipamentos para a execucdo deste projeto, que contou apenas com a infraestrutura
computacional (duas maquinas quadricore, sendo 0s pacotes de softwares utilizados,

gratuitos) ja disponiveis no campus Toledo da UTFPR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A abordagem microcandnica aqui realizada se deve ao fato de que esse formalismo
mecanico-estatistico permite uma descricdo simples e direta em relacdo a caracterizacdo
transicdes de fase em sistemas pequenos, cujo o alcance das interagdes pode ser maior que 0S
préprios sistemas em si 0 que ndo necessariamente ocorre quando usado a abordagem usual,
canbnica. Além do mais, devido a desorganizacdo estatistica de sistemas fisicos isolados,
conforme é descrito na Equagdo de Boltzmann (1), o equilibrio termodinamico é realizado
pela maximizacdo da entropia do sistema diretamente mensuravel pelo formalismo
microcanonico (BERG, 2006).

A abordagem microcandnica, através do algoritmo MUCA permitiu nos estudos
descritos nesse presente projeto a descricdo das caracteristicas termodinamicas das trés
versdes mutantes da IAPP usando-se para isso as curvas caldricas, e suas funcdes-resposta das
analises. As Equacdes (4) e (5) mostram que a energia computada é fisica (cinética e
dindmica) e conforme a Figura 9 ha pontos que indicam estados intermediarios enovelados
para a hlAPP. Dessa forma, os agregados que se formam sdo 0s mesmos encontrados no
pancreas de diabéticos em bidpsias, fato ja comentado anteriormente.

Foram realizadas analises das séries temporais das simulagdes em MUCA e producéo
de diagramas de fase termodinamicos a partir destes dados de saida. Com isso, possibilitou-se
a caracterizacdo de transicoes de fase bioldgicas, como o enovelamento e agregacéo proteicos,
com foco na hIAPP. Como foi discutido em varios trabalhos semelhantes (ABEDINI, 2013), e
aqui confirmado em nessas simulacdes, a rlIAPP apresenta a forma mais estavel de IAPP,
seguida pela clAPP, e por fim pela hIAPP. Esta afirmacao encontra respaldo no calor latente
de agregacdo calculado para cada uma destas formas moleculares. Convém ainda resaltar que
existem varias escalas de hidrofobicidade, sendo aqui nesse estudo utilizado a escala
‘Roseman’.

A formacdo de agregados proteicos ocorreram no fragmento 20-29 dos AAS da
amilina humana conforme descrito na literatura (CABALEIRO-LAGO, 2009) Comparando-
se os fragmentos da IAPP do homem, do gato, e do rato, nesse ultimo caso, ha a formacédo de
agregado, mas esta forma é a mais estavel, pois Cv_rlAPP > Cv_clAPP > Cv_hlAPP. Devido
essa estabilidade o rato ndo desenvolve naturalmente ‘in vivo’ a DM-II enquanto o gato esta
em uma condicdo intermedidria, ou seja ele fica diabético mas seu estado de doenca é

“reversivel” em comparagdo com humano. Encontram-se abaixo, a hlAPP, clAPP e a rlAPP,
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respectivamente e os residuos divergentes, na estrutura representada em letras conforme
literatura (RHOADES, et al 2000, p. 230-238; CAO, 2013):

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
KCNTATCATQRLANFLIRSSNNLGAILSPTNVGSNTY
KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY

As curvas descritas nos Gréficos 1 e 2 evidenciam um comportamento molecular
distinto em relacdo agregacao, e plotando-se (Cy) vs (E/N), obtiveram-se as regides onde ha
transicdo de fase. Como resultado deste estudo, através de SMC dindmico foi possivel
analisar as caracteristicas termodindmicas das estruturas proteicas em trés niveis:
considerando a estrutura inteira, contendo os 37 AAS; dos fragmentos patégenos, de 20-29 e
uma possivel interacdo dos fragmentos, sendo computadas a energia do sistema (E), B (1/T), e
consequentemente a entropia (S) com o objetivo de avaliar a estabilidade termodinamica dos
sistemas em estudo.

Apesar da utilizacdo de modelos bem simplificados, a partir de uma evolucdo da
estrutura primaria de IAPP, utilizacdo de “pseudoatomos” e simular apenas as interacdes
hidrofobico/polar (do modelo AB), 0 modelo entra em concordancia com resultados obtidos
através de extensos estudos de MD, considerando a interacdo simples AAS vs agua no
enovelamento proteico, sendo que alguns estudos propde algo ainda mais radical: a
substituicdo da Prolina nas versdes de hIAPP para a rlAPP como causa do desencadeamento
da doenca (JIANG, 2009).

Os resultados evidenciam calor especifico do sistema (microcandnico) negativo e
ainda uma transicdo de fase de primeira ordem (hlAPP) que implica em agregacdo e que
envolve um calor latente candnico (aquele em que nao se detectam mudancas de temperatura
embora haja fornecimento de calor ao sistema). Sabendo-se que o enovelamento proteico
conduz a proteina a um minimo de energia livre, os dados de saida das simulacGes evidenciam
o fato de que as falhas no processo desencadeiam, quando uma proteina ndo consegue assumir
sua conformacdo nativa ou biologicamente funcional, um estado metaestavel. Esse é o
principio demonstrado ndo apenas com a estrutura inteira da proteina estudada, mas € algo
que ocorre para os fragmentos isolados permitindo que a abordagem ‘in silico’ do modelo
AB, simplificada, usando pseudodtomos em modelo “Grdo-grosso” é satisfatério na
explicacdo tedrica das causas da DM-I11. Segue abaixo os Graficos 1 e 2 de saida das analises
para hlAPP (Humano), clAPP (felino) e rlIAPP (roedor).
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Gréfico 1 - Figura no Topo: resultados referentes ao calor especifico extraida da andlise do
enovelamento de uma cépia da molécula de IAPP para: roedores (rlAPP), felinos (CIAPP) e
humanos (h1APP). Figura Intermediaria; anélise do Cv dos fragmentos de 20 a 29 para o
processo de enovelamento; Figura Inferior: analise do Cv dos mesmos segmentos de 20 a 29 das
supracitadas versdes de IAPP durante a transi¢do de fase de agregacéo.
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Gréfico 2 — Ampliacédo da regido de transicdo de fase de primeira ordem (agregacdo) dos
fragmentos. Note que o calor latente de transicdo (intervalo em que Cv<0 em &/N) é maior

para rlAPP, sequido por clAPP e hlAPP: isso denota a estabilidade das fases.

Na prética, € necessario maior quantidade de energia para que ocorra a agregacao no
sistema da 1APP dos roedores e felinos. Esse fato € suficiente para explicar, por exemplo a
reversibilidade da diabetes no gato, uma vez que o agregado gerado a partir do enovelamento
da clAPP ¢ instavel, ou seja cai em um “pogo entalpico” com rotas intermediarias conforme a
Figura 9, em uma situacdo em que sua estrutura nao se estabiliza em um estado desnaturado.
Para a rlAPP a quantidade de energia necessaria é ainda maior, e dessa forma a formacéo de
agregados é muito instavel termodinamicamente, o que culmina na ndo formacdo de
agregados a partir do enovelamento da estrutura proteica rlAPP, motivo pelo qual o rato ndo
fica espontaneamente diabético na natureza. O estudo aqui dirigido indica que os AAS de 20 a
29 sdo responsaveis pela da DM-II em humanos. Obtendo-se os valores numéricos para

caracterizacdo dos sistemas como, transicdo de 1% ordem microcandnica tem-se que:

Q=m=*L (8)

Sendo L = AL = (E/N2 — E/Nyy:

E/N = Energia/nimero de AAS
hIAPP = L = 0,1084 (Humano);
ClAPP = L =0,1417 (Felino);
rIAPP = L = 0,1644 (Roedor).
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Nota-se que ha formacdo de um nucleo hidrofébico na estrutura da hIAPP, uma vez
que esta encontra-se em um estado de maior energia (que rlAPP e clAPP) e por isso 0 seu
enovelamento processa-se com maior entropia do sistema para uma mesma energia-livre
termodinamica “F”, pois F = E — TS (SANTOS, 2012). Como existe uma tendéncia de
aumento de entropia em sistemas complexos como 0 descrito, ocorre agregagédo proteica. Na
Figura 12 abaixo encontram-se as estruturas hIAPP, clAPP e rlIAPP em suas formas nativas

(de minima energia).

(A) B) (@)
Figura 12 — Estruturas proteicas em backbone. (A) hlAPP; (B) clAPP; (C) rlAPP.

Sendo N o nimero de AAS nas estruturas em SMC, sabe-se que a estimativa de
atualizacdes MUCA por repeticdo dentro do conjunto simulacional foi de 2*N*10°. Foram
feitas 1000 repeticies MUCA, o que gerou um total de 2*N*10° configuragdes testadas ao
longo das andlises, sendo que o presente método de analise foi validado anteriormente no
estudo de estruturas de Fibonacci e Prions (FRIGORI, 2010).

Com o objetivo de entender os potenciais energéticos nas estruturas estudadas e
correlaciona-los com valores da tabela de hidrofobicidade ‘Roseman’, foi possivel a plotagem
das curvas caléricas de B (=1/T) versus energia (E) nos trés sistemas (Grafico 3).
Comparando-se os dados termodinamicos obtidos nas simulacfes para as versdes da IAPP,
tem-se o grafico abaixo, mostrando a curva caldrica para o enovelamento, sendo nitida a
diferenca entre as estruturas. No caso, a hlAPP permanece em um estado de maior energia do

que na rlAPP e é possivel notar pontos discrepantes nas curvas, conforme abaixo:
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Gréfico 3 - Figura superior: curva caldrica do comportamento agregacional dos fragmentos de
20 a 29 de hlAPP (curva superior), clAPP (curva intermediaria) e rlAPP (curva inferior).

Figura intermedidriaria: curva calorica referente ao

a 29 de h1APP, cl

APP e rlAPP. Figura inferior: curva

de hlAPP, clAPP e rlAPP.

enovelamento dos fragmentos de 20
calorica referente ao enovelamento
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6 CONCLUSAO

No estudo aqui detalhado, foi possivel enfatizar a importdncia das analises
termodindmicas de estabilidade usando mecanismos de estatistica microcandnica, usando
uma descricdo computacional de modelo simplificado AB, hidrofobico/polar (BACHMANN,
2005).

Foram realizadas analises de estabilidade termodindmica nas diferentes variantes
moleculares de 1APP visando detectar propensdes especificas para a formacdo de agregados
toxicos. Utilizando-se a abordagem microcandnica dos processos termodinamicos
relacionados a proteina em questdo, fez-se o estudo dos agregados proteicos formados na
agregacao daquela proteina, quantificacdo dos resultados obtidos em termos de calores
especificos e energias livres; bem como uma investigacdo da dependéncia dos resultados
termodindmicos quanto a escala de hidrofobicidade ‘Roseman’ empregada durante o
mapeamento da sequéncia priméaria do PDB (Protein Data Bank) no modelo minimo AB

A partir de uma estrutura priméaria simples, evoluiu-se a mesma por meio de
simulacGes até encontrar os estados enovelados. Também foram analisadas, por meios
termodinamicos, formacOes de agregados e discutidos as causas, propondo explicacdes do
porqué da ndo agregacdo da rlIAPP. Estudos como esse constitui o primeiro passo em relacao
ao desenho racional de farmacos pois como € descrito em (BERG, 2008) “as leis da

termodinamica comandam o comportamento bioquimico”.
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