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RESUMO

RODRIGUES, Fabio. Estudo in silico da co-formulagédo de Insulina com Amilina e
seus Analogos Biotecnolégicos: 2020. 67 folhas. Trabalho de conclusao de curso
Mestrado em Processos Quimicos e Biotecnolégicos - Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Toledo, 2020.

A diabetes € uma doencga consequente da deficiéncia da produgdo de insulina ou
resisténcia a sua agao. Na diabetes tipo I, o paciente ja nasce com a doenca
hereditariamente, enquanto que no tipo I, sua génese se da como resultado de outros
fatores e habitos que contribuem para o surgimento dessa disfungéo organica, como os
de obesidade e sedentarismo, por exemplo, que sdo adquiridos pela ma alimentacéo,
provocada principalmente pela ingestdo excessiva de carboidratos e gorduras, aliada a
falta de atividades fisicas. A doenca é controlada através do acompanhamento do nivel
glicémico e com aplicagdes de injecdes de insulina, o que ocasiona um desconforto
para o paciente, além de resultar em um ciclo de ganho de peso e resisténcia a insulina.
A Amilina humana (hIAPP) é outro horménio que atua na regulacdo metabdlica junto
com a insulina. No entanto devido ao seu perfil amiloidegénico, ou seja, agrega-se e
forma fibrilas insoluveis, a hIAPP € inapropriada para uma co-formulagdo com insulina.
Isso levou ao desenvolvimento de novos analogos da hIAPP com caracteristicas
melhoradas, através de técnicas de substituicio de aminoacidos, como a Pramlintide
conhecida como slIAPP, que é quantificada pela substituicio de uma Alanina e duas
Serinas, por Prolinas ou seja (i.e. A25P, S28P, S29P). Assim, sIAPP apresenta um
significativo aumento de resisténcia a agregacdo. Mas resta, ainda, o problema de
baixa solubilidade de sIAPP em pHs fisiolégicos. Este problema foi estudado
recentemente e levou a criagdo de sIAPP*: ou seja, uma substituicdo extra de uma
Serina por uma Arginina na posi¢cao 20 (i.e. S20R) da sequéncia de sIAPP. Nesse
trabalho, desenvolvemos um estudo tedrico comparativo in silicio empregando Amilina e
seus analogos (i.e. hIAPP, sIAPP e sIAPP*) com intuito de testar a efetividade de suas
coformulagbes com insulina. Em nossa metodologia, avaliamos a estabilidade dessas
formulagbes por meio de dados extraidos da etapa microcanénica das simulagdes
multicanbénicas da coformulacdo de insulina com analogos de Amilina. Assim,
calculamos grandezas termodinamicas, como calores latentes e barreiras de energias-
livres de agregagao, avaliamos os resultados e verificamos teoricamente a estabilidade
fisico-quimica. Também analisamos as transicdes de fases e seus respectivos tempos
de agregacao. Nossos resultados sdo complementados com calculos de energia de
solvatagao e analises estruturais.

Palavras-chave: Insulina. Amilina. Pramlintide. Analogos. Agregacao.



ABSTRACT

RODRIGUES, Fabio. In silico study of the coformulation of Insulin with amylin and
its biotechnological analogues: 2020. 67 leaves. Course conclusion work Master in
Chemical and Biotechnological Processes - Federal Technology University - Parana.
Toledo, 2020.

Diabetes is a disease resulting from a deficiency in insulin production or resistance to its
action. In type one diabetes, the patient is already born with the disease hereditarily,
while on type two, its genesis occurs as a result of other factors and habits that
contribute to the appearance of this organic dysfunction, such as obesity and sedentary
lifestyle, for example, which are acquired by poor diet, caused mainly by excessive
intake of carbohydrates and fats, combined with a lack of physical activities. The disease
is controlled by monitoring the glycemic level and using insulin injections, which causes
discomfort for the patient, in addition to resulting in a cycle of weight gain and insulin
resistance. Human amylin (hIAPP) is another hormone that acts on metabolic regulation
along with insulin. However, due to its amyloidogenic profile, that is, it aggregates and
forms insoluble fibrils, a hlAPP is inappropriate for co-use with insulin. This led to the
development of new hIAPP analogs with improved characteristics, through amino acid
substitution techniques, such as Pramlintide known as sIAPP, which is quantified by the
replacement of an Alanine and two Serines, for Prolines ie (for example, A25P, S28P,
S29P). Thus, slIAPP presents a significant increase in resistance to aggregation. But
there is still the problem of low solubility of sIAPP at physiological pHs. This problem has
been studied recently and led to the creation of the sIAPP*: that is, an extra replacement
of a Serine with na Arginine at position 20 (i.e, S20R) of the sIAPP sequence. In this
work, we developed a comparative theoretical study in silicon using Amylin and its
analogues (i.e, hIAPP, sIAPP and slAPP*) in order to test the effectiveness of its co-
formulations with insulin. In our methodology, we evaluated the stability of these
formulations using data extracted from the microcanonical stage of multicanonical
simulations of insulin co-formulation with Amylin analogs. Thus, we calculate
thermodynamic quantities, such as latent heat and free-energy aggregation barriers,
evaluate the results and theoretically verify the physical-chemical stability. We also
analyze the phase transitions and their respective aggregation times. Our results are
complemented with energy calculations of solvation and structural analysis.

Keywords: Insulin. Amilin. Pramlintide. Analogues. Aggregation.
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1 INTRODUGAO

A diabetes melito do tipo I €& uma doenca degenerativa e congénita,
provocada pela deficiéncia da secreg¢ao de insulina pelo pancreas, em decorréncia da
destruicdo das células pancreaticas. Ja a diabetes melito tipo Il , pode ser causada em

decorréncia de alguns agravantes como obesidade, sedentarismo e fatores genéticos
que resultam em uma certa peculiaridade: a “resisténcia a insulina”, fazendo com que o
paciente precise progressivamente de mais doses de insulina (MELMED, 2001). A
insulina € um hormdnio anabdlico dimerico sendo formada por 51 aminoacidos, e tem
varias fungdes importantes, como regulagéo sintese de lipidios, da atividade enzimatica
e acima de tudo dos niveis de glicose no sangue e prevencao de hiperglicemia.

As estatisticas mostram que o numero de casos de diabetes tipoII vem

aumentando, em decorréncia de fatores como aumento da expectativa de vida da
populacdo, mudanca de habitos, rotinas e estilo de vida caracteristicos das grandes
cidades, como consumo de alimentos industrializados e fast-foods por exemplo. Esses
acabam sendo consumidos devido a praticidade desses alimentos e ao “frenesi
cotidiano”. No entanto isso resulta em um fator de risco grave, pois a maioria desses
alimentos sao ricos em gorduras e carboidratos, que aliada ao sedentarismo, pode

resultar em obesidade, e consequentemente, culminar na diabetes melito tipo I e

outras doencgas.

Foram realizados estudos em 200 paises que revelaram dados alarmantes: no
periodo de 1980 até 2014 houve aumento de 108 milhdes para 422 milhdes de casos,
embora tenha havido aumento populacional de aproximadamente 40%, ou seja, o
namero de casos teve um acréscimo desproporcional (LANCET, 2016). Como
consequéncia desse crescimento do numeros de casos, as despesas terapéuticas com
pacientes elevaram-se para cerca de 825 bilhdes de ddélares anuais, ja que muitos
deles, além do proprio tratamento da diabetes, remediam suas comorbidades como
hipertensao, AVC, dislipidemia, dentre outras (LIPSKA, HIRSCH e RIDDLE, 2017).



As injecdes de insulina apos as refeigcbes ainda constituem o principal
tratamento para diabetes, no entanto, as aplicagdes continuas de insulina podem
acarretar em ganho de peso e favorecer a resisténcia a insulina no longo prazo
(FINEMAN, 2005). Por isso, as doses deveriam ser restritas ao minimo necessario, pois
a insulinoterapia leva progressivamente ao aumento das doses, o que, diminui a
qualidade de vida dos pacientes e o desinteresse pela terapia.

A IAPP (Islet Amyloid Polypeptide), ou simplesmente amilina, € uma pequena
proteina constituida por 37 aminoacidos, ou residuos. Ela & secretada pelas células B
do péncreas (WESTERMARK, ANDERSON e WESTERMARK T., 2011), juntamente
com sua parceira sinérgica, a insulina. A amilina possui varias fungbes no organismo,
como regular a saciedade e o esvaziamento gastrico, sendo um fator importante para
manter a homeostase energética. Ela foi descoberta durante procedimentos de autépsia
em pacientes mortos com a doenga, onde foi constatado formacdo de aglomerados

amildides no pancreas enddcrino de humanos diabéticos tipoIl. Disturbio esse

observado em mamiferos suscetiveis, como os macacos (LUCA et al., 2007).

A notavel funcdo metabdlica da amilina, aliada a sua caracteristica
amiloidogénica, ou seja que forma amiloides ou fibrilas, incentivou pesquisas por
analogos mais estaveis, menos propensos a agregagao e que aumentassem a
solubilizacdo com insulina. Uma coformulacdo em dose unica com insulina seria
terapeuticamente preferivel, ja que reduziria o numero de aplicagdes diarias.
Atualmente existem analogos ja aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA)
como a Pramlintide ou sIAPP (WESTERMARK, ANDERSON e WESTERMARK T.,
2011), que é constituida pela substituicdo de duas Serinas e uma Alanina por Prolinas
em posicoes estratégicas da hlAPP, respectivamente (i.e., S28P, S29P e A25P) com
intuito de aumentar a sua resisténcia a agregacao.

Em nosso estudo simulamos a co-formulacéo de insulina com amilina humana,
e alguns de seus analogos, para avaliar a estabilidade e eventual efetividade dessas
formulagbes. Para tal, utilizamos o software “Simple Molecular Mechanics for Proteins”
(SMMP) no supercomputador Santos Dummont (LNCC). Em seguida esses dados
computacionais foram estudados via analises microcanbnicas, bem como estruturais.

Em nossa proposta, enfocamos no analogo sIAPP*, descoberto computacionalmente



em (FRIGORI, 2017), que apresenta uma solubilidade aprimorada gracas a uma
substituicdo de uma Serina por Arginina na posi¢ao 20 da Pramlintida. Dado que essa
Arginina é um residuo positivamente carregado, e estando estrategicamente
posicionado, este mutante intitulado S20R Pramlintide foi denominado como sIAPP*.

Posteriormente utilizamos o pacote PHAST para extrair e analisar as
propriedades termodinamicas. Por meio da mecanica estatistica microcandnica,
estudamos o aparecimento de heterodimeros eventualmente formados nas transi¢oes
de fase de agregacéo de Insulina com mutantes de Amilina. Em seguida calculamos as
seguintes grandezas termodinamicas: Energia livre de Helmholtz (AF), o calor latente
de agregacéao (L) e temperatura de transi¢cao (Tc). Tais grandezas foram utilizados nas
analises e caracterizagao fenomenolégica dessas co-formulagdes.

Também confrontamos o perfil de solubilidade das coformulagdes de insulina
com analogos da amilina, com o potencial eletrostatico molecular calculado a partir da
equacao de Poisson-Boltzmann, o que propiciou adicionalmente verificarmos
termodinamicamente a estabilidade dessas solugdes. Apds criteriosa analise dos
dados, propomos e discutimos uma possivel alternativa para a co-formulagcdo da
insulina com o analogo da amilina mais fisico-quimicamente estavel. Para completar o
estudo calculamos os tempos caracteristicos de agregacado, denominados “time lags”,
baseados em uma analogia com a teoria classica de nucleacdao (CNT)( FOKIN,
YURISTSYN e ZANOTTO, 2005).



1.2 OBJETIVO GERAL

Simular computacionalmente com métodos microcandénicos, ou seja, via
simulacées de Monte Carlo multicanénicas (MUCA) (BACHMANN, 2014) o processo
fisico-quimico de formacado de heterodimeros entre Insulina humana e mutantes
biotecnoldgicos da Amilina (sIAPP e slIAPPY).

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Simular computacionalmente com MMC via multicanénicas (MUCA)
(BACHMANN, 2014);

e Analisar a formagdo de heterodimeros entre Insulina humana e mutantes
biotecnolégicos da Amilina (slAPP e sIAPP*);

e Analisar e comparar as caracteristicas estruturais e propriedades fisico
quimicas das coformulagdes;

e Analisar a amiloidogenicidade intrinseca e a estabilidade contra eventuais
agregacgoes nas diversas co-formulagoes;

e Finalmente, confrontar os tempos de agregagao (times lags) das co-
formulagdes de Insulina com os respectivos analogos da Amilina para aferir

seu potencial no desenvolvimento de futuras propostas terapéuticas.



2 PROTEINAS: UMA BREVE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Existe um grande interesse em estudar os mecanismos funcionais das
interacdes de insulina com amilina. Nesse sentido, ja houve esforgos por exemplo para
investigar a inibicdo da agregacao de amilina por meio de moléculas organicas
(NEDUMPULLY-GOVINDAN, et al. 2016).

Recentemente foram realizadas analises fisico-quimicas de Pramlintide in vitro
com pH analogo ao fisioldgico, em solugado tampéao, em que foram evidenciados sinais
de agregacgao por indicios de precipitacdo em testes de fluorescéncia com tioflavina
(ThT), que revelam fases solidas na solugdo. Ou seja, o experimento demonstrou que a
solucdo de Pramlintide n&do seria potencialmente apta para uma eficaz co-formulacao
com insulina, pois pode levar a formagao de agregados e precipitados (CABRAL e T.R
LIMA, 2017) de modo mais brando mais ainda assim similar a hIAPP em (WANG, et al
2014).

Nessa revisdo serdo apresentados os temas que compde o referencial tedrico
que fundamenta a pesquisa, abrangendo em seu conteudo, o estudo das proteinas,
aminoacidos, peptideos, bem como, suas interacbes quimicas moleculares,

estruturacdes e suas propriedades termodinamicas.

2.1 ESTUDO DOS AMINOACIDOS, PEPTIDIOS E PROTEINAS

Cadeias de aminoacidos podem condensar-se formando oligopeptideos e
polipeptideos. Se duas cadeias polipeptidicas sdo idénticas, a proteina é chamada de
oligomérica. Algumas proteinas sao caracterizadas por grupos de unidades
polipeptidicas de cadeias a e B idénticas. Assim, cada unidade a é pareada de modo
idéntico com uma unidade B dentro da estrutura da proteina, onde pode ser
considerada tanto um tetrdmero de quatro unidades de polipeptideos, quanto um
dimero de protdmeros af (LEHNINGER, 2014, pg 87-88).



Nas proteinas naturais sdo encontrados vinte diferentes tipos de aminoacidos.
Eles diferem-se uns dos outros em suas cadeias laterais ou grupos R, em estrutura,
tamanho, carga elétrica e estrutura molecular, como a prolina por exemplo que possui
estrutura ciclica especifica. Tais caracteristicas também influenciam as propriedades
das proteinas, como a solubilidade molecular, por exemplo, podem ser usadas nos
compostos para facilitar a quebra de ligagbes, propiciando um aumento na dissolugéao
dos compostos em solugéo.

A solubilidade de compostos proteicos em meio aquoso depende da ocorréncia
de grupos polares na cadeia lateral, como, nos grupos hidroxilicos: serina e treonina.
Em contrapartida as cadeias laterais hidrofébicas sao insoluveis em um ambiente polar,
situacbes tipicas ocorrem em aminoacidos que possuem anéis aromaticos como:
fenilalanina e triptofano. Outros, sdo alifaticos como alanina e leucina, isto é, contém
atomos de hidrogénio e carbono em suas cadeias laterais.

Eletrostaticamente os aminoacidos que possuem carga, contribuem para definir
a carga total de uma proteina em um meio aquoso com solugdo neutra (BACHMANN,
2014). Teoricamente € de suma importancia apontar essa condigéo, tendo em vista que
em nosso estudo, o analogo da amilina proposto tem uma serina substituida por

arginina carregada positivamente, a fim de melhorar sua solubilidade.

2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS AMINOACIDOS

Os aminoacidos podem ser classificados em trés classes de acordo com as
caracteristicas quimicas de suas cadeias laterais como mostrados no Quadro 1.
e Aminoacidos hidrofébicos ou apolares: que sio repelidos por serem
insoluveis em agua.
e Aminoacidos hidrofilicos ou polares: sao atraidas ou dissolvidas pela agua.
e Aminoacidos anfipaticos: suas moléculas apresentam, ao mesmo tempo,

caracteristicas polares e apolares.



Quadro 1: Classificagdao dos aminoacidos, caracteristicas quimicas.

HIDROFOBICOS HIDROFILICOS  ANFIPATICOS
Valina Aspariginina Glicina
Leucina Ac.glutamico Alanina

Isoleucina Glutamina Serina
Metionina Histidina Treonina
Fenilalanina Lisina Tirosina
Arginina Triptofano
Ac. aspartico Cisteina
Prolina

Fonte: Elaborada pelo autor.

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e
correspondem a cerca de 50% ou mais de seu peso seco. Sdo encontradas em todas
as partes de todas as células, tendo fungdes fundamentais em seu desenvolvimento.
Em virtude desta importancia qualitativa e quantitativa, as proteinas tém sido
largamente estudadas (HUANG, 2005) (LANDAU e BINDER, 2009) (LEHNINGER, 2014)
e seus segredos desvendados, no que diz respeito a sua sintese ou aproveitamento
metabdlico.

As proteinas sdo sequéncias encadeadas de aminoacidos, ou seja, ligados
entre si. A quantidade de aminoacidos, sua repeticdo e conformacido espacial
caracterizam uma proteina e sua funcao especifica, onde as mesmas sao constituidas e
compostas por moléculas de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Sao ainda de
origem animal, vegetal e sintética, sendo essenciais para manutencao dos organismos.

Contudo é necessario conhecer as peculiaridades das ligagdes quimicas que
levam a formacao de sistemas macromoleculares microscopicos, provocando a
estruturagdo de inumeros complexos moleculares. Sendo que para tentar compreender
esses processos, € de bom alvitre empregar — se ferramentas estatisticas para analisar
a formacgao dos compostos moleculares como as proteinas. Podendo assim, desvendar

0 que provoca o surgimento de doengas e sua relagcdo com as proteinopatias, para que



enfim, possa-se pensar em solugdes potenciais para as disfungdes organicas como
relataremos em nosso estudo. A Figura 1 mostra as férmulas moleculares e

abreviacdes dos 20 aminoacidos naturais.

Figura 1: Férmula molecular e abreviagdes dos 20 aminoacidos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, utilizando o software ChemSketch da ACD/Labs, 2019.


https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/

Os peptideos, por sua vez, sao constituidos a partir de ligagcbes de aminoacidos
por compartilhamento covalente de elétrons, dando origem a ligagdes peptidicas. A
ligacdo de duas moléculas peptidicas resultara em um dipeptideo liberando uma
molécula de agua conforme esquematizado na Figura 2: Representa a fibroina,
formada pelos aminoacidos respectivos, constitui 70% de uma proteina polimerizada
por (n) repeticbes secretada pelo bicho da seda ( Bombyx mori), que é amplamente
utilizada para producédo de uma das fibras téxteis mais nobre: a seda. Os outros 30 %

constitui a sericina, utilizada para fabricagdo de cosméticos e fins medicinais.

Figura 2: Ligagao covalente do dipeptideo ( Fibroina).
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Fonte: Elaborada pelo autor, utilizando o software ChemSketch da ACD/Labs, 2019.


https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/
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2.3 O ENOVELAMENTO OU DOBRAMENTO DE PROTEINAS

A conformagao de uma proteina € o arranjo espacial dos atomos que constituem
uma distribuicdo tridimensional. Varios fatores contribuem para a existéncia de
diferentes conformacdes, entretanto, a natureza sempre tende a assumir conformacoes
termodinamicamente mais estaveis.

Do ponto de vista fisico, isto significa dizer que a energia livre de Gibbs (G) da
proteina deve ser minima. Deste modo, define-se a estrutura nativa como sendo a
conformacao enovelada de uma proteina em seu estado de minima energia livre e que
desempenha alguma funcao biolégica ativa. A conformacgdo nativa da proteina é o
estado mais estavel de configuracao espacial, onde pequenas mudangas no ambiente
que a cerca podem causar alteracbes estruturais e afetar sua funcdo biologica
(ALMEIDA, 2016).

O enovelamento € um processo bioquimico de extrema importadncia para a
formagcao das proteinas, pois, € através dele que a proteina assume sua estrutura
especifica tridimensional nativa e funcional. Ao processo contrario denomina-se
desnaturacao, nesse caso, a proteina é forcada a perder sua forma nativa, tornando-se
uma cadeia de aminoacidos sem funcionalidade e insoluvel (LEHNINGER, 2014).

ANFINSEN (1973) denominou “Hipotese Termodindmica” o processo de
dobramento da proteina conhecido como folding, porque ocorreria de forma aleatéria
em tentativas e erros até testar todas as posi¢cées possiveis de suas ligagdes e
encontrar seu estado nativo, ou seja, termodinamicamente mais favoravel. Isso so6 é
possivel devido ao trabalho de proteinas auxiliares: as chaperonas que redobram as
proteinas, quando as mesmas nao concluiram o processo, ou que concluiram de
maneira inadequada.

LEVINTHAL (1968) levantou a seguinte questdo: que o processo de folding
para encontrar a estrutura nativa das proteinas € tdo complexo que dependendo da
quantidade de aminoacidos envolvidos nos processos iterativos e de sua aleatoriedade,
pode levar a milhares de anos ou em casos extremos, inclusive superior a idade do

universo. Esse fato logo ficou conhecido como seu paradoxo, que somente foi explicado
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anos depois com a “Teoria do Funil” energético que prediz um perfil termodinamico
propicio sendo viesado na diregao da estrutura nativa.

No entanto, quando ocorrem esses estados ndo dobrados formam agregados
que se depositam nas células, podendo resultar desse processo o desencadeamento
de doengas degenerativas, conhecidas como proteinopatias, ou seja, Diabetes,
Parkinson, Alzheimer dentre outras (LEHNINGER, 2014 pg 143).

“O desdobramento de proteinas seguido por agregacdo amildide €& uma
fonte adicional para danificar as redes celulares. No caso da doenca
neurodegenerativa de Alzheimer (DA), que causa deméncia, € motivada
quando  experimenta mudangas estruturais e tende a formar agregados
peptidicos de beta-amildides (AB) em alta concentragdo (BACHMANN 2014,

pg.01).”

Durante o processo de enovelamento, as proteinas recém sintetizadas nos
ribossomos passam por foldings estruturais, dirigidos pelo conhecido “colapso
hidrofébico” visando atingir sua maxima estabilidade conformacional. Os estados
enovelados sdo termodinamicamente separados dos ndo enovelados por uma barreira
de energia de ativagao (AG), ou seja, quanto maior a barreira de ativagao mais lenta é
a cinética de reagdo e o processo de conformacdao molecular. Nessa etapa podem
surgir fendmenos cooperativos de mudangas de fases, sendo que esse fenbmeno é
importante objeto de investigacdo do comportamento fisico-quimico das proteinas e

suas finalidades.

A capacidade de uma molécula “grande” consistindo de centenas a milhares de
atomos para formar estruturas estaveis espontaneamente é normalmente
chamado de “cooperatividade”. Esse termo ndo € bem definido e poderia ser
facilmente substituido por "emergéncia" ou "sinergética" - nocdes que foram
cunhados em outros campos de pesquisa para a mesma caracteristica misteriosa
de efeitos de ordenagdo (BACHMANN, 2014 pg.14).
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O mecanismo de folding, além de envolver aspectos estruturais, também

abrange particularidades energéticas tais como energia potencial da proteina, numeros

de ligagdes de hidrogénio, raio de giragao, energia de solvatagdo, bem como, o volume

do solvente (ALMEIDA, 2016). Algumas dessas propriedades serdo objeto de analise

de nosso estudo posteriormente.

2.4 FUNCIONALIDADES DAS PROTEINAS

As proteinas apresentam uma extensa lista de funcbes bioldgicas e séao

encontradas nas estruturas celulares, substancias intersticiais, anticorpos, entre outros.

Entre as funcdes que podem ser atribuidas as proteinas, destacam-se:

Transportadoras: Transporte de oxigénio para o corpo (hemoglobina);
Anticorpos: Atuam na protecdo imunoldgica contra organismos patogénicos;
Catalizadora: Para acelerar as reagdes quimicas como no caso das enzimas;
Contragcao muscular: actina e miosina;

Estrutural: Confere rigidez, consisténcia e elasticidade aos tecidos;
Energética: Fornecimento de energia pelos canais que formam as proteinas;

Hormonal: Crescimento e regulagao metabdlica.

2.4.1 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS

Podem ser classificadas como:
Proteinas simples: Apresentam apenas aminoacidos em sua formagao;
Proteinas conjugada: Além de aminoacidos, apresentam um radical de origem
nao peptidica, que é denominado de grupo prostético;
Proteinas derivadas: N&o sdo encontradas na natureza e sao conseguidas

gragas a processos de degradacao de proteinas simples ou conjugadas.



13

2.4.1.2 Classificagao Morfolégica das Proteinas

A forma das proteinas, suas caracteristicas geométricas, as seg¢des

microscopicas longitudinal e transversal, também podem influenciar nas suas

funcionalidades e sao classificadas morfologicamente como:

Globulares: S&o as mais comuns, sensiveis a desnaturacdo e possuem
funcdes metabodlicas como a hemoglobina;

Fibrilares: Possuem caracteristica de serem filamentosas, por isso tendem a
agregarem com mais facilidade como a queratina nos animais;

Membranosas: Func¢do de adesao celular, e transporte como as glicoproteinas;
Proteinas Intrinsecamente Desestruturadas (IDPs): s&o proteinas que sao
caracterizadas por sua falta de estrutura terciaria estavel, quando na forma de
uma cadeia peptidica, isolada sob condigdes fisioldgicas in vitro. Sua descoberta
desafiou o paradigma classico da estrutura proteica, que considerava que uma
estrutura bem definida era essencial para a proteina desempenhar sua funcao,

bem como a estrutura que define essa fungao.

2.4.2 REPRESENTACOES COMPUTACIONAIS DAS PROTEINAS

As proteinas, devido as suas estruturas complexas, necessitam de uma

representacdo computacional robusta. E preciso prover informacgdes tais como os

comprimento e angulos de ligacdes entre os atomos e informagdes acerca das posi¢coes

dos atomos. Utiliza-se, frequentemente, os formatos de arquivo FASTA e PDB para

guardar esses tipos de dados.

O formato FASTA é o modo mais comum para representar sequéncias de

nucleotidios ou sequencias de aminoacidos para serem usadas em varios softwares em

simulagcdes computacionais. Seus arquivos normalmente, configuram as sequéncias de

aminoacidos e sdo iniciados com o simbolo “>” (ALMEIDA, 2016).
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Ja os arquivos PDBs, sao formados por banco de dados e ndo documentos, por
isso devem ser abertos em programas especificos. Eles podem ser arquivos como no
Protein Data Bank, que podem ser utilizados para estudar as estruturas de proteinas e

por isso, esses arquivos sao amplamente utilizados em pesquisas.

2.4.3 HIERARQUIA ESTRUTURAL DAS PROTEINAS

As proteinas que sio constituidas por apenas uma cadeia sdo denominadas de
monomeéricas, no entanto, a maioria sao formadas por muitos mondmeros, ou seja,
multimonomeéricas. Vejamos como acontece o processo de constituicdo das proteinas

bem como, as etapas de estruturacgao.

2.4.3.1 Estrutura Primaria

E o nivel estrutural mais simples, sdo especificas de cada proteina e
determinadas geneticamente pela constituicdo e sequéncia de aminoacidos. Sendo que
quando estiverem com os aminoacidos com suas estruturas semelhantes denomina se
homodlogos: Que séo proteinas que derivam de um "ancestral comum". Podem estar
presentes em uma mesma especie, sendo derivado por duplicagdo de genes no
genoma de um organismo, ou em espécies diferentes (OPEN STAX, 2018).

A Figura 3 mostra um encadeamento encontrado no banco de dados Protein
Data Bank, onde a estrutura primaria da insulina de uma espécie de rato, o Rattus
Norvegicus com 66 aminoacidos. O segmento de aminoacidos da estrutura primaria
contém informacdes que determinam por exemplo a formacao das hélices alfa em
(espiral vermelho) em intervalos de aminoacidos, que posteriormente caracterizaréo,
como ela assumira as suas estruturas secundarias e terciarias (i.e. espaciais), via

enovelamento da proteina e fungdes organicas especificas.


https://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general_information/about_pdb/index.html
https://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general_information/about_pdb/index.html
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Figura 3: Exemplo de sequéncia de aminoacidos com 66 residuos do PDB 1BWS5.
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Fonte: Protein Data Bank, 2019.

2.4.3.2 Estrutura Secundaria

Constituida entre o arranjo espacial do encadeamento de aminoacidos e a
sequéncia primaria dos aminoacidos. O arranjo secundario dos polipeptidios pode
ocorrer quando os angulos das ligagdes entre carbonos e seus ligantes se repetem ao
longo da sequéncia da molécula sendo chamados de dominios.

Os tipos mais comuns de estruturas secundarias sao:

a) Hélices alfa: Apresenta - se de forma enrolada como um espiral € os grupos R se
fixam na parte externa da hélice alfa, onde estdo livres para facilitar as interacdes.
Conforme a Figura 4, as estruturas helicoidais da hélice alfa denominada de esqueleto
de (backbone), constituida de atomos de hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, carbono e
uma cadeia lateral. Verificamos também que, para cada volta, percebe-se 3,6 residuos

e um espacamento entre 4tomos na ordem de 5,4 A.
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Figura 4: Estrutura (backbone).
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Fonte: Adaptado de Almeida, 2016.

b) Folhas betas: Possuem uma formacgéo similar a uma fita, formando uma estrutura
parecida com uma folha dobrada. A prolina por exemplo, possui sua formula estrutural
ciclica que nao é compativel com formagdes em folhas beta. A Figura 5 exemplifica a
formacdo e unido desses componentes das proteinas, com as ligagdes quimicas, da

carbonila, do grupo amina e da unido com pontes de hidrogénio (OPEN STAX

BIOLOGY, 2018).

Figura 5: Folhas betas e hélices alfa com ligagées quimicas
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Fonte: adaptado de Open Stax Biology, 2018.



17

Em seu enovelamento, as proteinas produzem uma conformacéo estrutural
caracteristica e verifica-se que, a cada grupo de aminoacidos, em uma respectiva
repeticao, corresponde uma conformacgao estrutural chamada de dominio. Os dominios
usuais aparecem como estruturas secundarias tipicas: hélices-alfa e folhas-beta

conforme sao vistas abaixo na Figura 6.

Figura 6: Mecanismo pridnico.

PrPc PrPsc

Fonte: Science ABC, 2019.

A Figura 6, denominada de Prion, € um agente infeccioso composto por
proteinas na forma aberrante. Inicialmente descoberta por Stanley Prusiner, e que esta
relacionada ao desenvolvimento de encefalopatias (SCIENCE ABC, 2019) por um
mecanismo de inter-conversdo patogénica (amildide) de estruturas hélices-alfa em
folhas-beta, em amarelo, ou seja, uma estrutura imita e replica a morfologia da outra.

As folhas betas microscopicamente podem apresentar-se morfologicamente em
formacao de fibrilas, que ao se encadearem transformam-se em deposi¢cées amiloides e
que estao relacionados ao surgimento de doengas neurodegenerativas. A Figura 7

apresenta respectivamente as vistas longitudinais e transversais das fibrilas.
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Figura 7: Formacao de fibrilas

Fonte: Fonte: Adaptado The Lancet

2.4.3.3 Estrutura Terciaria e quaternaria

A estrutura terciaria pode ser entendida como um agrupamento de dominios, e
acorrem quando as estruturas primarias se dobram e conectam-se através de ligagdes
e interacbes quimicas como veremos mais adiante, formando ramificagcbes
responsaveis pela estabilizacdo molecular das proteinas. Ao passo que as estruturas
quaternarias ocorrem com a uniao de varias estruturas terciarias bem definidas, como é
0 caso da insulina PDB 1BWS5 ou juncao de duas ou mais subunidades alfa-beta como
exemplo da hemoglobina 3WCU representadas na Figura 8 respectivamente.

Figura 8: Dominio terciaria de um tipo de insulina, PDB 1BW5
e Estrutura hemoglobina 3WCU respectivamente.

Fonte: Extraidos do Protein Data Bank.


https://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general_information/about_pdb/index.html
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2.5 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS PROTEINAS E SUAS INTERACOES
MOLECULARES

O estudo dos mecanismos da interacdes moleculares é de extrema importancia,
devido ao seu controle e sincronizacado na sintese e no metabolismo dos carboidratos,
das gorduras e proteinas ao longo do tempo. Os disturbios nas interagées hormonais,
podem levar os organismos a tornarem-se propensos a desenvolverem doengas
(LEHNINGER, 2014). Para tanto as células precisam sintetizar simultaneamente
milhares de moléculas nas exatas proporgdes requeridas para manter o equilibrio
organico, como por exemplo, a homeostase da glicose.

Quando os aminoacidos s&o submetidos a um meio aquoso, tornam-se
termodinamicamente propicios a rearranjarem-se e adquirirem propriedades fisico-
quimicas especificas. Os complexos microscopicos de proteinas visam alcangar maior
estabilidade para formagao das biomoléculas com estruturas geométricas especificas
implicando em elevagao da entropia do solvente. No entanto, esses elementos, podem
sofrer restricdo estruturais durante tais transi¢gdes de fase (BACHMANN, 2014). Assim,
as proteinas precisam de um contrabalango energético para estabilizar essa elevagao
de entropia. Nesse caso, a solugdo pode se dar através de determinadas interagdes,
como as eletrostaticas, as de Van der Waals, hidrofébicas e as ibnicas. As interagdes
mais fracas e de longo alcance, sdo muito importantes para o enovelamento das
proteinas, ja que tais ligagdes podem ser rompidas deixando a estrutura resultante com
menor energia (LEHNINGER 2014 pg 116).

Muitos tipos de interacbes quimicas podem ocorrer dentro de uma molécula
proteica para garantir a estabilidade das cadeias polipeptidicas. As mais fortes sao as
ligacbes covalentes, como a que ocorre entre dois aminoacidos de cisteina, que se
unem covalentemente através de ligagdes de dissulfetos.

Observemos alguns tipos de interagdes intermoleculares e intramoleculares:

e Ligacdes Covalentes: As ligacdes covalentes s&do baseadas em pares de
elétrons compartilhados para estabilizar a composi¢cao quimica da molécula.
e Ligacdes nao-covalentes: As interagdes n&o-covalentes s&do induzidas por

forcas de Van der Waals, eletrostaticas potenciais entre cargas parciais de
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atomos, potenciais de tor¢do, arranjos dipolo-dipolo, formacao de ligacdes de
hidrogénio e forgas intermoleculares efetivas, como, por exemplo, causada pelo
efeito hidrofébico, devido a interagdo da proteina com o solvente (BACHMANN
pg 10, 11).
Ligagoes de Hidrogénio: Grande numero de ligacbes de hidrogénio sao
formadas no interior e na superficie das proteinas. Além de formar ligagcbes de
hidrogénio entre si, os grupos polares das cadeias laterais dos aminoacidos
podem interagir com a agua ou com o esqueleto polipeptidico contribuindo,
moderadamente para direcionar as ligagdes eletrostaticas entre moléculas
polares, ou seja, com potencial:

P=( - =)
que acontece quando um grupo doador possui um atomo de hidrogénio que se
liga a um atomo de alta eletronegatividade podendo ser, intramolecular ou
intermolecular, além de contribuir decisivamente para as configuragdes de folhas
B. Onde R ¢é a distancia entre os atomos de hidrogénio.
Interagoes Hidrofébicas: Sao as forcas ndo covalentes mais importantes para a
estabilidade da estrutura enovelada. Ocorrem entre aminoacidos de cadeia
lateral hidrofébica, excluindo e afastando as moléculas de agua no momento das
ligacbes. Essas interagdes sao formadas por substancias apolares e possuem
tendéncia de se agregarem quando imersas em solugdes aquosas, repelindo a
agua (ALMEIDA, 2016).
Interagoes eletrostaticas (ligagoes idnicas): Ocorrem entre aminoacidos que
possuem carga positiva ou negativa na cadeia lateral, ou seja, Potencial

Coulombiano ou seja:

P=

= e

Onde R ¢é a distancia entre os atomos.
Forcas de van der Waals: Sao forgas de atracdo inespecifica que ocorrem
quando dois atomos quaisquer estdo proximos. Apesar dessas forcas serem

comparativamente fracas em relagdo as demais, o efeito cumulativo de
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numerosas interagdes tem substancial influéncia para a estabilidade da estrutura
enovelada. Apresentam forcas de repulsdo para pequenas distancias e de
atracdo para grandes distancias. A natureza desse fendbmeno pode ser descrita

via potencial de Lennard-Jones, ou seja,

SER]
R R

Onde R ¢ a distancia entre os atomos (ALMEIDA, 2016).

e Ligacgoes salinas: Sao interagdes ibnicas que ocorrem nas cadeias laterais dos
aminoacidos com intuito de obter estabilidade;

e Ligagoes de dissulfeto: Ocorre interagcdes entre S-S (enxofre-enxofre) e se
ligam entre ramificagbes. Em alguns tipos de insulina por exemplo as
ramificagdes ocorrem entre as cadeias de aminoacidos também com a intencao

de alcancgar estabilidade.

Nesse contexto, podemos ressaltar que o estudo in silico de mecanismos
moleculares, associados a origem de disturbios e/ou doengas, vém se tornando de
fundamental importancia no entendimento, controle e cura de doengas ocasionadas por
proteinas (proteinopatias). E em nosso estudo, utilizaremos a termoestatistica
microcandnica como metodologia que permite inferir o comportamento termodinamico

das proteinas a partir dessas interagdes moleculares.
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3 PROPRIEDADES DA TERMODINAMICA DE EQUILIBRIO

Entende-se o conceito termodinamico de entropia: como a razdo entre a
variagado da quantidade de calor a uma dada temperatura. A entropia mede o grau de
desordem molecular de um sistema, e esta relacionada ao seu numero de
configuragbes ou microestados, ou seja, de quantas maneiras as particulas (atomos,
ions ou moléculas) podem se distribuir incluindo configuragcbes translacionais,
vibracionais, rotacionais e eletronicas. Entropia também é geralmente associada a
aleatoriedade, dispersdo de matéria e energia, de um sistema termodinamico.
Fisicamente é a funcdo de estado que rege a segunda lei da termodinamica.

Dimensionada em (J/K), estabelece seu aumento para processos espontaneos
em sistemas isolados. Para sistemas abertos, deve-se estabelecer que a entropia do
universo (sistema e suas vizinhangas), deve aumentar até atingir um valor maximo no
estado de equilibrio. A segunda lei da termodinamica foi concebida com o estudo de
processos ciclicos que convertiam calor em trabalho, que surgiram nos primordios da
revolucao industrial (SMITH; NESS; ABBOTT, 2007, pg 29-50).

No entanto, percebeu-se que o calor ndo poderia ser completamente
convertido em trabalho em maquinas térmicas, havendo a necessidade de perda
minima de calor para que o processo voltasse ao estado original. Assim, a variagdo de
entropia de um processo mede a parcela de energia que ndo pode mais ser convertida
em trabalho em transformagdes termodinamicas a dada temperatura.

Por esse motivo, a mensuragdo da variagdo de entropia esta diretamente
relacionada a processos reversiveis, uma vez que eles estdo associados com a maxima
energia que um sistema pode perder realizando trabalho, ou seja, chamado de trabalho
maximo ou util. Portanto a variagado de entropia mede o grau de irreversibilidade de um
processo.

O fato é que, conhecendo a entropia, € possivel relacionar € mensurar outras
grandezas, como a energia interna (€), a quantidade de particulas (N) e a natureza

dessas particulas que integram o sistema, bem como, o seu volume (V), calor latente


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema
https://pt.wikipedia.org/wiki/Energia
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de transicdo (AL) e certamente variagdes de entropia (S) (SMITH; NESS, ABBOTT;
2007, pg 29-50).

Isto €, a entropia S( €, N, V), quando expressa em fungcao da energia interna (€)
do sistema, da quantidade de particulas (N), e do volume (V), € uma fungcédo de estado
termodindmica fundamental para um sistema térmico, da qual pode-se, mediante

a transformada de Legendre, obter-se outras equagdes fundamentais como:

e A Entalpia H (S,P,N);
e Energia Livre de Helmholtz F (T,V,N);
e Energia Livre de Gibbs G (T,P,N);

e Grande Potencial Canénico U (T,P,m).

Em sistemas termodindmicos mais complexos, a exemplo dos
sistemas magnéticos, outras variaveis podem figurar na equagao entrépica fundamental
e nas outras equacgdes fundamentais, entretanto os conceitos de equagao fundamental
e transformada de Legendre permanecem os mesmos. Assim, a entropia nos estados
de equilibrio termodindmico, permite estabelecer quaisquer outras das demais
equacdes de estados fundamentais.

Posteriormente por volta de 1876, o fisico Willard Gibbs chegou a conclusao de
que o conceito de energia disponivel (AG) em um sistema termodinamico pode ser
matematicamente obtido através da subtragdo entre a energia perdida (TAS) e a
variagdo da energia total do sistema: a entalpia (AH). Estes conceitos foram
aprimorados posteriormente por James Clerk Maxwell 1871 e Max Planck 1903
(CALLEN 1985, pg 5-56). Atualmente estes conceitos sdo ferramentas de investigacao
dos fendbmenos fisico-quimicos da natureza, inclusive das proteinas, pois é sabido que
essas quantidades controlam e determinam os processos conformacionais das
proteinas desde seu enovelamento até sua estruturagdo, funcionalidades, e

relacionando-se também com seus disturbios funcionais.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transformada_de_Legendre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Entalpia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Energia_de_Helmholtz
https://pt.wikipedia.org/wiki/Energia_livre_de_Gibbs
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Grande_Potencial_Can%C3%B4nico&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Magnetismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vari%C3%A1vel
https://pt.wikipedia.org/wiki/1876
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Josiah_Willard_Gibbs
https://pt.wikipedia.org/wiki/Conceito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Energia_livre_de_Gibbs
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_termodin%C3%A2mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Entalpia
https://pt.wikipedia.org/wiki/James_Clerk_Maxwell
https://pt.wikipedia.org/wiki/1871
https://pt.wikipedia.org/wiki/Max_Planck
https://pt.wikipedia.org/wiki/1903
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4 O PRINCIPIO DA TERMOESTATISTICA MICROCANONICA

O estudo da mecanica estatistica, ou termoestatistica, foi desenvolvido para
explicar as propriedades termodinamicas de sistemas macroscoépicos que sao formados
por componentes microscopicos. Por exemplo, podemos citar um recipiente com gas
em expansao que é composto por diferentes moléculas. Assim, devido a complexidade
da analise de cada componente microscopico, o problema passou a ser tratado de
forma probabilistica, por isso a denominacao “estatistica”.

Esta abordagem pode ser aplicada a conjuntos de atomos, moléculas ou
proteinas dentre outros sistemas, tendo como precursor, o fisico Austriaco Ludwig E.
Boltzmann (Viena, 20/2/1844 - Duino, 5/9/1906) como seu proponente (NEWMAN e
BARKEMA, 1999). Na abordagem microcanénica, de Boltzmann, o “Principio Ergddico”
permite-nos substituir médias termodindmicas por médias temporais, como explicado

por Newman:

Para um sistema classico que tem um continuum de estados de energia, pode
haver um conjunto de estados degenerados através dos quais o sistema passa,
e uma média sobre esses estados as vezes pode dar uma boa resposta para
certas propriedades do sistema. Tais conjuntos de estados degenerados
formam um conjunto microcandnico. O caso mais geral nés consideramos aqui,
em que ha um reservatério térmico causando a energia do sistema flutuar, &
conhecido como um conjunto candnico (NEWMAN e BARKEMA 1999, pg 02).

Nesse contexto, €& imprescindivel a funcdo de estado termodinadmica
denominada entropia, haja visto que, em nivel microscépico, ela € associada a idéia
de desorganizagao estatistica de sistemas fisicos isolados, onde evidencia-se a relagéo
direta do macro para o micro e equivaléncia com essas grandezas extensivas . Ou seja,
em um sistema reversivel, a entropia S(Q,T) é a funcdo de estado cuja variagao
infinitesimal é igual a razdo entre o calor infinitesimal trocado com meio externo (Q) e a
temperatura absoluta do sistema (T). O equilibrio termodindmico, nesse contexto, &
realizado pela maximizagao da entropia do sistema (FRIGORI, 2010).
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4.1 O ENSEMBLE CANONICO

Considerando um reservatério (R) fechado em um banho térmico, com
temperatura fixa (T) e um sistema de interesse (s) acoplado ao reservatério em que o
calor é transferido por condugdo, com mesmos volumes de particulas. Este tipo de
sistema €& chamado de ensemble canénico. Nesse sistema o0s microestados
ocorrem com probabilidade P;, sendo /" o grau de ocupagéo do microestado, em que a
energia do sistema quando esta no microestado j é denominada ¢;. Geralmente, esses
microestados podem ser considerados como estados quanticos discretos do sistema e

suas probabilidades normalizadas sao expressas como:

Pi= exp(k_:’;, )/Z

em que o fator de normalizagéo (Z) é denominado como “func¢ado de partigdo” canénica.
Quando o complexo (R+s) estiver em equilibrio as probabilidades de um microestado “j”
de R e s terem as mesmas propriedades sao iguais (SALINAS, 2005).

Ocorre que, em algum momento, o banho como um todo assumira uma
temperatura final de equilibrio. Isso néo significa que, em equilibrio, a energia nao sera
mais alterada, pois através do acoplamento do banho térmico, o sistema pode ganhar
energia do banho, por flutuagées e perder energia por dissipagao.

Assim, a energia de um microestado, atual do sistema mudara pela interagao
com o banho térmico, formando um novo microestado, que possui uma energia

diferente. Considerando que as flutuagbes energéticas, podem, em principio, ter algum

valor, a energia interna do sistema (€) é constante em equilibrio térmico em uma dada

temperatura (T) constante, porque d€ = T.dS e a entropia (S) atinge seu valor maximo

em equilibrio. Por fim vale ressaltar que no equilibrio, a Energia Livre de Helmholtz (F)
conecta-se naturalmente a fungéo de particdo candnica (Z), como em (SALINAS, 2005)

que veremos a seguir, pela relagdo fundamental:

F=-ke T In (2).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Conjunto_can%C3%B3nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_qu%C3%A2ntico

26

4.2 O ENSEMBLE MICROCANONICO

Considerando retirar uma amostra representativa do ensemble candnico com
seus parametros termodinamicos e somar ponderadamente, com o peso de Boltzmann
todos os microestados (Q), ou seja, definir todos os microestados chamados soma da

particao isolados, isto é:
Z=5 QeRe

Sendo Z a funcgéao particao e 3=1/ksT. Termodinamicamente, o conjunto microcandnico

corresponde a um grande sistema isolado, isto €, para um sistema quase sem
flutuagdes energéticas, assumindo que sua energia total U = € = constante, entdo a

probabilidade para realizacdo das propriedades termodinamicas em todos microestados
sera identica (i.e. estados equiprovaveis) isto é, obtem-se conexdo entre a
probabilidade de ocorréncia dos microestados (QQ) com a grandeza termodinamica

entropia (S), através da famosa formula de Boltzmann (SALINAS, 2005):
S=ks log Q

4.3 TRANSICOES DE FASES TERMODINAMICA

O estudo das transi¢des de fase tem sido desenvolvido por meio do ensemble
Candnico e Microcanédnico. A fungao termodindmica que caracteriza transi¢coes de fase

no conjunto candnico da mecanica estatistica € a energia livre de Helmholtz (F). Ela é

obtida da energia interna (€) e da entropia (S), em um sistema a temperatura (T), por

meio de uma transformacao de Legendre, ou seja: F = € -T-S. Uma vez conhecida a

energia livre de Helmholtz, a analise das suas divergéncias e de suas fung¢des resposta,

como funcao de um parametro intensivo como a temperatura, permite caracterizar as
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propriedades termodinamicas das transi¢coes de fase (STANLEY, 1987).

Em nosso estudo, ndo nos aprofundaremos nos aspectos tedricos mais
especificos das transicbes de fases, que constituem por si s6 uma vasta area de
pesquisas. No entanto, € indispensavel entender os fundamentos e as propriedades
das separagdes de fases, da existéncia de pontos criticos e da entropia microcanénica.
Isto € possivel correlacionando as transigcbes de fases termodinamicas com suas
ordens de transigc&do. Para tal, lembramos que a entropia microcandnica S(E) em uma
fase unica, por exemplo de um sistema homogéneo composto por agua liquida,
graficamente apresenta um comportamento céncavo como fungdo da energia interna
(GROSS, 2001).

Durante o processo de folding das proteinas, os parametros relevantes a serem
considerados sao as cinéticas de reagdes quimicas, bem como, as ordens de reacdes a
uma transicao de fase termodinamica, ou como é frequentemente usado nas descri¢cdes
de sistemas metaestaveis. A Figura 9 representa um perfil de energia livre durante o
processo de dobragem e pode ser descrito como um analogo de uma transigao de

fases, onde é possivel analisar a formagao de diferentes estruturas (BACHMANN, 2014).

Figura 9: Metaestabilidade durante o folding.

Energia Livre

Parametro de ordem
Fonte: Adaptado de Bachmann, 2014.

Em uma transicdo de primeira ordem, em que o aparecimento de um pico no
diagrama, indica presenca de fases distintas, ou seja, uma mudanga brusca nas
propriedades intensivas do meio. Como em um sistema composto por agua liquida e

gelo a 273 K, onde a entropia microcanfnica apresenta um intruso convexo como
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funcdo da energia interna. Ou seja, em sistemas finitos sua curva caldrica (i.e.
temperatura vs energia interna) apresenta graficamente os tipicos “loops de Van der
Waals”, que caracterizam a presenca de duas fases termodinamicamente diferentes.
Nesse caso, sao necessarias as chamadas construcbes de Maxwell de areas
iguais, conforme visto na Figura 10, para determinar teoricamente as temperaturas
criticas de transigdes, a partir de uma descricdo microscépica (GROSS, 2001). Note na
Figura 10, o diagrama que representa a curva calérica da temperatura em fungao da
energia interna (T x €). Verifique na construgdo de Maxwell a temperatura critica Tc feita
entre os pontos “a”, “b” e “c” (i.e., “S-bend”) para corrigir os chamados loops de Van der
Waals. O segmento horizontal (a<—b) é construido para corrigir a curva, o que
possibilita extrair propriedades termodindmicas como calor latente de transigao (AL),

que é justamente o comprimento deste seguimento.

Figura 10: Curvas calérica (T x €) e da entropia microcandénica
(s vs €) ao longo de uma transigao de fase.
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Fonte: Adaptado de Frigori, 2010.

Ainda da analise e interpretacdo do diagrama, observa-se que, entre c—b ha
uma variagao brusca na temperatura no ponto ¢, simultaneamente com aumento da
energia. Em seguida a temperatura aumenta constantemente passando pelo ponto b,
pseudo-critico, caracterizando que ha coexisténcia de fases distintas. Em nosso estudo
utilizaremos o principio desta metodologia para estabelecer nossos resultados.
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4.4 TEORIA CLASSICA DE NUCLEAGAO

Para nosso estudo, também precisaremos entender, os conceitos e
fundamentos termodinamicos de sistemas homogéneos e heterogéneos, cinéticas de
reacdes, bem como, pontos criticos que sao revelados nas transicdes de fases. Para
tanto, recorremos a teoria classica de nucleagdo como descrita em (FOKIN,
YURITSYN e ZANOTTO, 2005). Para melhor entender, consideremos como uma
analogia ao comportamento tedrico da agregagao de proteinas a cristalizagao do vidro.
Este material é caracterizado como um sélido amorfo n&o cristalino, em cujo processo
de formacgao, passa da fase liquida para a sdlida, por meio de uma transicdo de fase
termodindmica de primeira ordem (i.e. com presenca de calor latente), chamada de
transicao vitrea. Sua cristalizacdo se da durante o processo de resfriamento, em que
ha redugdo da energia interna e ocorre aumento gradativo de sua viscosidade até
tornar-se um sélido amorfo, um agregado de silica. A nucleagcédo pode ser induzida em
ensaios in vitro com interfaces preexistentes, fases previamente nucleadas e defeitos
superficiais em solugbes heterogéneas, durante o processo de cristalizagdo e
derretimentos do vidro (FOKIN, YURITSYN e ZANOTTO, 2005).

Em nossa proposta, esse fenbmeno termodindmico de transicdo de fase, sera
analisado teoricamente e entendido como o processo de transicdo entre a fase
solvatada da insulina com a amilina, e os seus analogos de interesse (representando
uma “fase liquida”). Enquanto a agregagdo desses componentes produziria uma fase
agregada (equivalente a um “sélido amorfo”). A matematica que descreve ambos o0s
sistemas (vidro ou proteinas) durante suas respectivas transicoes de fase de primeira
ordem, € indiferente ao material. Assim, analisaremos semelhantemente as
propriedades das transicbes de fases de agregacdo. Em proteinas, o analogo a
transicao de fase vitrea é estudado por métodos empiricos cineticamente através da
evolugao de indicadores de fluorescéncia (ThT). Como em (SILVA e LIMA, 2017), que
foi utilizado uma solugéo tamponada de Pramlintide com tioflavina e verificou-se o seu
tempo de agregacgédo e precipitacao da solugédo, evidenciado por meio da evolugao

temporal da fluorescéncia da solugao.
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5 SIMULAGOES COMPUTACIONAIS

Segundo (PADGEN, 1991) “simulacdo é o processo de projetar um modelo
computacional de um sistema real e conduzir experimentos com este modelo com o
propésito de entender seu comportamento e/ou avaliar estratégias para sua operagao”.
Em nosso caso, seria a simulagdo de um experimento in vitro sem necessidade de ir a
um laboratério, obtendo resultados precisos pelo poder computacional, além de evitar
gastos dispendiosos com itens consumiveis como reagentes e vidrarias, como
utilizados em métodos de cristalografia de difragdo de raio x e ressonancia magnética

nuclear por exemplo.

5.1 MODELOS DE SIMULACOES

Atualmente existem varios modelos para analises de foldings de proteinas,
sendo que alguns sdo mais promissores. Alguns deles sdo as ferramentas de
bioinformatica de design, sequéncias e estruturacdo de proteinas que possibilita
possiveis combinagdes de receptores e ligantes em agregados, geralmente com base
na verificagdo de banco de dados de acordo com determinados critérios e grandezas
inseridas (BACKMANN 2014 pg 15). A seguir, alguns exemplos de métodos de

simulacgdes:

5.1.2 Simulag¢des de Monte Carlo

Devido a impossibilidade de se simular um sistema fisico no limite
termodinamico, ou seja, com um numero de componentes microscopicos tendendo ao

infinito (N—<°), € necessario estudar as médias estatisticas feitas em sistemas finitos.
Na abordagem microcanénica isso € possivel, pois a entropia microcandnica S (€, N, V)

pode ser rigorosamente definida para um sistema com volume (V), energia interna (€) e
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numero de componentes (N) finitos, através da célebre formula de Boltzmann:
S(g,N,V)=ksInQ (€, N, V) (1)

Onde Q (¢, N, V) é o numero de microestados estatisticos associados a um
macroestado termodinamico, onde ke & a constante de Boltzmann introduzida na
equacao para dar uma dimensao fisica para entropia (S).

Para implementagcdo desse calculo € possivel utilizar métodos numeéricos,
como os algoritmos de Monte Carlo (NEWMAN e BARKEMA, 1999). Em particular, em
nossos estudos empregaremos técnicas Multicandénicas como em (FRIGORI, 2010) e
implementadas no software SMMP (MEINKE et al., 2008).

Esta metodologia consiste em amostrar configuragdes de proteinas sorteadas
aleatoriamente segundo um peso estatistico wmuca= (Ex) € armazenar suas respectivas
energias Ek, a fim de construir iterativamente histogramas energéticos Hmuca(E). Esses
pesos estatisticos, ditos multicandnicos, sao alterados sistematicamente a medida que
a simulagdo dos sistemas evolui, por meio de uma relagdo de recorréncia ( BERG,
1996):

' (E)
El=¢ Stata{E1 = oo V7 (2)

n4log
i i

mca [ ]I
M

que ao final do processo iterativo (n >»1) permitem determinar a entropia microcanénica
Smuca (Ex ) , € com ela extrair a termodinamica do sistema.

A saber, segundo (GROSS, 2001), podemos determinar observaveis
termodinamicos, como o inverso da temperatura estatistica (3-') através da derivada da

entropia com relagcido a energia interna:

knp(E) = 77 (E) = £ @
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Bem como, o calor especifico a volume constante que é calculavel através da relagao:
’ 2 2 -1
dE A8 O-S (4)
" E — .
)= g7 (EJE) (E}E—')
e a energia livre de Helmholtz (F), a uma temperatura fixa Tc, obtida em:

~1

A
E) — S( (5)
F(E)=E (E)E) S(E)

E=Ef:]

5.2 CAMPO DE FORCA ECEPF/3

Os campos de forgas existentes foram desenvolvidos de maneira independente e
com todos os conjuntos de parametros especificos para descrever as ligagdes de
hidrogénio, angulos e comprimentos de ligacbes. A escolha do campo de forca
depende, em grande parte, do sistema a ser analisado e das propriedades que serao
investigadas. No caso de sistemas biomoleculares, os campos de forga mais utilizados
sdo CHARMM, GROMOS, AMBER, OPLS (NAMBA, da SILVA e SILVA, 2018) e
(MEINKE, et al., 2008) entre outros all atoms como ECEPFP/3, que optamos por utilizar
em nosso estudo.

O ECEPP/3 possibilitou-nos avaliar, os movimentos fisicos dos atomos e
moléculas aos quais associam-se potenciais de interacbes, que coordenam seus
movimentos. A descricdo do conjunto de todas as interacbes entre esses atomos €
denominada de campo de forga. Na implementacdo do ECEPP/3, as interacdes entre
pares de atomos ligados nao-covalentemente, sdo descritas por potenciais compostos
pelos termos de Van der Waals e eletrostatico, representados respectivamente pelos
potenciais Coulombiano (Ec), Lennard-Jones(ELJ), de Hidrogénio (Enp) € Tor¢cao (Etor),
onde suas descrigdes podem ser caracterizadas matematicamente como a soma dos
componentes da energia intramolecular e seus componentes eletrostaticos (MEINKE, et
al., 2008) (EISENMENGER et., al, 2001) como segue:


https://www.charmm.org/charmm/?CFID=71c5b49c-e8a6-47d5-a45f-f8917fd7eaed&CFTOKEN=0
http://www.gromos.net/
https://ambermd.org/
http://www.gromacs.org/Documentation/Terminology/Force_Fields/OPLS
http://www.sklogwiki.org/SklogWiki/index.php/ECEPP/3_force_field
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Elntra = EC + ELJ + Ehb + ETOR (6)

ou seja:

) 332q5q,; Ai B Ci Dy o o fe b Y]
E-I|'|l|'.| — ZT — z (rﬂl: — ||'I'I'I1> =+ Z (;T — W) T z L ,'_l T (.L'.I-h1l’||'|'t|""'|'.|_ (7)

onde @gi € a carga parcial do atomo /, rj é a distancia entre os atomos i e j, w1 € 0
enésimo angulo de tor¢ao e a profundidade do potencial de tor¢do e o numero de seus
minimos sao dados respectivamente por Ui e ni.. As energias sdo medidas em kcal/mol.
Os parametros Aj, Bij, Cijj e Dj que dependem dos tipos atdmicos, bem como Ui e ni, que
sdo determinados a partir das caracteristicas dos peptideos (EISENMENGER et., al,
2006). Para incluir os efeitos do solvente no folding, inclui-se um termo energético

baseado na area de superficie acessivel da proteina pelo solvente:
Esol = /A (8)

Onde Ai é a superficie exposta do i-esimo atomo e oi € um parametro de solvatacao
determinado empiricamente a partir das energias livres da solugdo de pequenas
moléculas. Além disso, pode-se considerar interagdes interproteicas entre cadeias multi-
peptidicas, que levam a agregacédo, o que é de fundamental interesse para nossos
estudos de dimerizagao. Para esse fim, foi adicionado um termo inter-molecular extra
Eimnter = Ec + ELy + Enb representando as interagdes entre atomos intermoleculares de

modo que a energia total do sistema multi-molecular solvatada se torne:
Etotal = Eintra + Einter + Esol (9)

Os campos de forgas existentes foram desenvolvidos de maneira independente
e com todos os conjuntos de parametros especificos para descrever as ligagbes de
hidrogénio, angulos e comprimentos de ligagdo. O ECEPP/3 em comparagdo com

outros campos de forga, caracteriza-se por sua geometria fixa, onde, as orientacoes
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espaciais e os angulos dos atomos podem ser alteradas, mas a distancia entre os
atomos em ligagdes covalentes permanece fixa.

Por isso, ocorrem menos etapas nos processos de atualizagdes moleculares do
programa, o que o torna mais rapido, simplifica as superficies da energia potencial
molecular, permitindo a producado de grandes volumes de dados estatiticos, o que &
conveniente para estudos termostatisticos. Porém, essa abordagem pode ser menos
precisa em relacdo aos campos com de geometria flexivel. Nossa abordagem segue o
protocolo validado em (FRIGORI, 2017) que otimizou a pramlintide utilizando isoformas

de amilina.

5.2.1 Modelos de Solvatacao

Sao0 modelos computacionais que representam o comportamento de fases
condensadas solvatadas. Modelos de solvatacdo permitem simulagdes e calculos
termodinamicos aplicaveis a reacdes e processos que ocorrem em solucdo. Podemos
definir a solvatagdo como a combinacéo dos ions das moléculas de um soluto com as
moléculas do solvente, ou seja, o processo pelo qual as moléculas do soluto sao
envolvidas pelo solvente para formar um novo composto.

Modelos de solventes tém sido vastamente testados e revisados na literatura
cientifica (SPOEL et al., 2009). Os varios modelos geralmente podem ser divididos em
duas classes, modelos explicitos e implicitos, cada qual tem suas préprias vantagens e
desvantagens.

e Modelos Implicitos: sao computacionalmente eficientes, rapidos, mas
imprecisos por que o solvente € descrito como um “continuo” que interage com o
solvente apenas pelo termo energético de “Area Exposta” como por exemplo:
SCH2.

¢ Modelos explicitos: sdo computacionalmente menos eficientes, mais lentos,
porém, bem mais precisos, visto que representam moléculas individuais de
solvente (agua), que interage com solvente por meio de campos de forga
bastante detalhados. Explicam dados experimentais com bastante precisdo a

exemplo TIP4P-EW. Nao funcionam em conjunto com métodos de Monte Carlo.
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O campo de forga atdmico pode ser complementado por modelos de interagdes
das proteinas com solventes cada vez mais precisos, permitindo previsao de estruturas
proteicas com dimensdes abaixo de 3,5 A. Esse equilibrio caracteristico de simplicidade
e precisao, favoreceu a incorporagdo do ECEPP/3 a um modelo de solvatagao
determinado empiricamente a partir de energias livres em solugdo com pequenas

moléculas, o SCH2.

5.2.2 Modelagem da Solvatacdo Com PBEQ-Solver

O processo de solvatagao requer um gasto de energia, que é empregada no
rompimento das ligagdes entre os ions do soluto e das interagdes das moléculas do
solvente, sendo endotérmica estas duas primeiras etapas do processo. Em
contrapartida, ha uma liberacédo de energia devido a formacgao das interagdes do soluto
com o solvente, constituindo a fase exotérmica. A solvatacdo esta constantemente
presente em diversos processos que ocorrem no organismo humano. Inumeras
substancias organicas e também inorgénicas sdo transportadas em meio aquoso
através desse mecanismo de dissolugdo, como é o caso de proteinas, ions, gases,
nutrientes, hormonios e sais.

O PBEQ-Solver realiza uma modelagem de solvatagdo operada por conexao
remota na (CHARMM-GUI, 2020): Uma plataforma para mecanica e dinamica
macromolecular com ferramentas versateis de analise e manipulacdo de coordenadas
atdbmicas e trajetorias dindmicas. O PBEQ-SOLVER calcula e visualiza o potencial
eletrostatico de moléculas, resolvendo a equagao de Poisson-Boltzmann (PB) que rege
o potencial elétrico de cargas distribuidas homogeneamente no meio aquoso,
separadas por distancias (r) que determinara estatisticamente o potencial elétrico
gerado pelos ions dispersos na solugao ( BUTT, GRAF e KAPPL, 2006).

A plataforma permite calcular potencial eletrostatico, energia de solvatacéo,
energia de interagcdo eletrostatica proteina-proteina e o pKa de um residuo em
ambientes aquosos de solvente e membrana. Essas variaveis sao obtidas pelo

envolvimento total das particulas, moléculas e ions de um soluto com a agua, ou seja,


http://www.charmm-gui.org/?doc=input/pbeqsolver
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quando acorre a dissolugao, essas quantidades sao numericamente calculadas on line,
sendo necessario fornecer como dados de entrada apenas um arquivo PDB.

Em nosso estudo optamos pelo calculo da energia de solvatagéo, dimensionada
em kcal/mol, ou seja, a quantidade de enegia liberada durante a reagédo de dissolugéo,
por unidades molares da solugédo gerada. No PBEQ-solver os usuarios podem ainda
especificar diversos parametros fisicos para calculos de (PDBs) e visualizar
interativamente o potencial eletrostatico na superficie acessivel por solvente, bem

como, os contornos do potencial isoeletrostatico (CHARMM-GUI, 2020).

5.3 SOFTWARES DE VISUALIZAGAO E MODELAGEM MOLECULAR

Sao utilizados para plotar, manipular e visualizar as estruturas que sao
codificadas em arquivos de formatos com extensdo FASTA ou PDBs (RCSB Protein
Data Bank, 2020) conforme ja vistas. As pesquisas e os resultados obtidos sdo mais
bem apresentados e interpretados quando da utilizacdo dessas ferramentas. Existem
alguns tipos de softwares mais usados para essa finalidade. Alguns, destes inclusive
usamos em nossas analises:

e RasMOL: Programa de visualizagdo grafica molecular, usado para visualizar
macromoléculas e preparar imagens com qualidade de publicagdo (RasMOL,
2020).

e PyMOL: Visualizador molecular de alta performance com suporte para
animacbes e renderizacdo de alta qualidade. Com rotinas de cristalografia e
outras atividades moleculares graficas usuais, sendo compativel com sistemas
operacionais Windows, Linux e macOS (PyMOL, 2015).

e Jmol: E um visualizador de estruturas quimicas em 3D. Pode ser utilizado como
uma ferramenta de ensino, ou para pesquisas em quimica e bioquimica. E um
software livre e aberto, escrito em Java e por isso, o software roda
em Windows, MacOS X, Linux e Unix. Nele, as moléculas podem ser exibidas

como modelos de "bastdo e bola". Suporta uma ampla gama de formatos de


http://www.charmm-gui.org/?doc=input/pbeqsolver
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
http://www.openrasmol.org/
http://www.openrasmol.org/
https://pymol.org/2/
https://pt.wikipedia.org/wiki/3D
https://pt.wikipedia.org/wiki/Windows
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mac_OS_X
https://pt.wikipedia.org/wiki/Linux
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unix
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arquivos moleculares, incluindo o formato Protein Data Bank (PDBs),
Crystallographic Information File (CIF), MDL Molfile (mol), e Chemical Markup
Language (CML). Ainda possui recursos para quimica, biomoléculas, cristais e
outros materiais (JMOL, 2015).

VMD (Visual Molecular Dynamics): um programa de
computador para modelagem molecular e visualizagdo, sendo empregado como
ferramenta para visualizacdo e analise dos resultados de simulagcbes de
dindmica molecular, mas também pode trabalhar com dados volumétricos,
sequéncia e objetos graficos arbitrarios. Os usuarios podem executar seus
préprios scripts no VMD, ja que este inclui embutidos interpretadores Tcl e
Python. E executado em Unix, MacOS X e Windows (VMD, 2020).


http://jmol.sourceforge.net/
https://pt.wikipedia.org/wiki/Programa_de_computador
https://pt.wikipedia.org/wiki/Programa_de_computador
https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelagem_molecular
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Visualiza%C3%A7%C3%A3o_(computa%C3%A7%C3%A3o_gr%C3%A1fica)&action=edit&redlink=1
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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6 MATERIAIS E METODOS

Recentemente, o aumento do poder computacional tem permitido realizar
simulagdes com grandes volume de dados. Os softwares também tém sido aprimorados
e constantemente novos algoritmos e pacotes especificos sédo criados através
linguagens de programacao para gerar, manipular e ajustar os dados das simulagoes.
Em nossa metodologia empregamos o pacote computacional de codigo-fonte aberto
chamado de SMMP de MEINKE, et al.,( 2008).

Os dados de nosso estudo foram simulados por meio de um SSH (secure shell),
que atua como uma ponte de conexdo remota do nosso computador pessoal ao
supercomputador Santos Dumont que esta alocado ao LNCC ( Laboratério Nacional de
Computagao Cientifica). A conex&do acontece entre o servidor e o computador do
usuario, de forma segura, sem possibilidade de interceptacdo do pacote de dados que
esta sendo transmitido.

Também o pacote PHAST, um software escrito em linguagem Fortran, com
extensdes MPI| e CUDA, para realizar as simulac¢des. A metodologia de FRIGORI (2017)
permitiu através dos comandos do mdédulo ANALYST plotar os graficos dos resultados
de nosso estudo que foram analisados diretamente dentro de moddulo de
Termodindmica Estatistica Microcandnica. Computamos a entropia, calor especifico e
energias livres, fazendo outputs em programas como Xmgrace e Gnuplot para plotar
graficos e “mapas de calor”. Utilizamos o RasMol e VMD, para modelagem de
estruturas proteicas. O Qftiplot para manipulagdo e ajustes de dados, todos os
programas sendo executados no sistema operacional LINUX 18.04 LTS.

Utilizamos como sistemas-alvo insulina, amilina e seus analogos, para estudar
suas transi¢des de fase estruturais de primeira ordem de agregagao. Selecionamos um
unico dimero da estrutura do PDB 4EWZ, comum em drogas farmacéuticas, como um
modelo basico para insulina humana de agéo regular.

A sequéncia primaria de ambas as cadeias de insulina A e B é mostrada na
Tabela 2. No entanto, nenhuma estrutura 3D para os peptideos sIAPP ou sIAPP* esta

atualmente disponivel no PDB. Assim, as sequéncias de aminoacidos de hIAPP, sIAPP


http://www.openrasmol.org/
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ou slAPP* vistas na Tabela 2 foram empregadas para auto-inicializagado dos softwares

de simulacdes como cadeias linearmente conformadas.

Tabela 2: Sequéncia de aminoacidos FASTA para Amilina humana, Pramlintide, S20R-Pramlintide
com as respectivas mutagoes em vermelho e as cadeias de Insulina humana de agao regular
(4EWZ).

PEPTIDIO SEQUENCIA

Amilina humana KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY

Pramlintide KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY

S20R-Pramlintide KCNTATCATQ.RLANFLVHSRNNFGPILPPTNVGSNTY

4EWZ (cadeia A) GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

4EWZ (Cadeia B) FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

Fonte: Dados da pesquisa do autor.

Empregamos simulagdes multicandnicas para analisar o tempo de agregagao e
a solubilidades das co-formulagcées. O sefup computacional das simulacées de Monte
Carlo é semelhante a FRIGORI ( 2017), incluindo assim o campo de forcas ECEPP/3 e
fazendo uso de solvatagéo implicita no modelo SCH2 como implementada no pacote
SMMP 3.0 (2008).

A constante de Boltzmann utilizada é fixada como ks= 1.987 x 10~ kcal / mol /

K. Também utlizamos como container do sistema, uma caixa cubica com lados de 200
A para garantir uma mistura equimolar dos peptideos, em uma concentracdo de
aproximadamente 200 upM. Esta € uma concentracdo bastante préoxima do
nominalmente preparado em experimentos in vitro ensaiados por WANG et al., (2014).

Para amostrar esses sistemas utilizamos um algoritmo multicandénico na versao de
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BERG e NEUHAUS, (1991). Tal metodologia MUCA, anteriormente ja mencionada,
relaciona os pesos estatisticos w1 a entropia S(E) e as densidades de estado dos
sistemas Q(E) pela relagdo em que a temperatura inversa [ (E) e a energia livre a (E)

s&o expressas na Eq. (10).

Win=57= =

1 EJ—,"\'[ Ey e~ FTEVE+alE) (10)
)

O calculo da Eq.(10) é feito com uma técnica iterativa, em que se constroem
histogramas Hmuca(E), compostos por energias internas E« € [Eo, . . ,E max] durante a
evolugdo de Monte Carlo. O processo iterativo para quando a eq. (2) converge e,

portanto, fornece uma equacdo numericamente estavel para a entropia escrita em
termos dos parametros MUCA, i.e. {Bk, Ok}.

.S”,“,.” [Egﬁ = -ﬁ.[.--EI.- — (V. (11)

e em energia livre de Helmholtz, a temperatura critica T. via Eq. (5), como em
(FRIGORI, 2017). A agregacéo de proteinas exemplifica um fenémeno de transicao de
fases de primeira ordem GROSS (2001). Assim, as temperaturas de transicées pseudo
criticas podem ser calculadas através das construgdes de Maxwell das curvas caloricas
B(E) x E nas vizinhangas dessa regido (destacada pelo aparecimento de “S-bends”). A
respectiva regido energética associada a construgdo de Maxwell corresponde ao calor
latente (AL) dado por: AL = E.gg — Efrag, €m que temos as energias de agregagao Eagg €
a de fragmentagao Efag como situagdes limite GROSS ( 2001).

Limitamos nossa analise as temperaturas entre 224,8K até 647K, ou seja, entre
os pontos de nucleagdo homogéneo do gelo e o ponto critico da agua pois além deste
intervalo ndo pode haver agua liquida.

Considerando que, como os ensaios de agregagao normalmente empregam
tioflavina SILVA et al., (2016) para monitorar a cinética de formacao de amildides, o

tempo requerido para esta reagdo entrar em estado estacionario € conhecido como
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time-lag (zlag). Baseado na teoria classica da nucleacéo (CNT) FOKIN, YURITSYN e
ZANOTTO (2005), podemos estimar estes tempos partindo de valores termodinamicos
simulados computacionalmente.

Segundo a hipdtese de nucleagdo homogénea, a forga-motriz termodinamica

que produz transigdes de nucleagdo € proporcionada pela variagdo entre as energias

livres das fases fragmentada e agregada AGy . Sendo assim a uma temperatura T,

abaixo da temperatura de agregacao Tc, a aproximacdo de Hoffman implica:

TN T
MG (T = AHy (1 — T,.) T (12)

o

onde AHy é chamado de entalpia de derretimento do cristal, que é igual ao calor latente

de agregacgao AL. Ainda, de acordo com a CNT o zlag pode ser calculado pela relagao

I exp (fT) (13)
r B

onde n é uma constante que depende de especificidades do sistema, enquanto que

AGp é a barreira de energia livre de (Helmholtz) entre a fase agregada e nao-agregada:

(14)

AGp ~ AF(E)|g_ger1

e esta barreira AF é calculada utilizando a Eq (5). Para compararmos as estimativas

tedricas com valores aferiveis experimentalmente, calculamos a razdo RT = T2s /T2h

dentre os respectivos time-lags de agregacdes da sIAPP (72s) e (T2n) da hlIAPP como

em FRIGORI (2017). Esperamos ainda que quanto maiores os time-lags de agregacao,

maiores serdo as estabilidades moleculares e consequentemente a solubilidade, cuja
componente eletrostatica € dada por AGeec = Y kQk ADvs. Essa perspectiva € coerente

com a recente analise de energia livre de solvatagdo AGsov. de mutantes monoméricos
de amilina realizada por ALVES e FRIGORI (2019).
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Em nosso modelo continuo de solvatacdo IM, BEGLOV e ROUX (1998), a
energia-livre total AGsov= AGnp + AGeec € composta por uma parcela ndo-polar (AGnp)
e uma parcela eletrostatica (AGerec), respectivamente. Usualmente a parcela ndo-polar é
expressa como o produto da superficie do soluto por um coeficiente y. O componente
eletrostatico, por sua vez, é escrito em termos da carga gx do K-ésimo atomo inserido
no vacuo @« e no solvente @Js. A energia potencial eletrostatica foi obtida da equagao de
Poisson-Boltzmann utilizando o servidor online PBEQ-solver, que também nos permitiu
calcular a energia livre de solvatacédo, conforme JO, et al.; (2008). Particularmente,
configuramos as constantes dielétricas do solvente €& = 78.5 e da proteina € = 2.0

bem como concentracao de sal de 150 mM.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir dos parametros MUCA {Bk, ak}, obtidos iterativamente a partir das
simulacdes de agregacao feitas com o SMMP, utilizamos o pacote PHAST desenvolvido
em FRIGORI (2017) para as determinagbes termodinamicas das quantidades Eq.(12),
Eq. (13) e Eq. (14). Assim, fomos capazes de extrair a termoestatistica microcandnica
do processo de heterodimerizagao de insulina com amilina (hIAPP) e também com seus
analogos biotecnoldgicos (i.e. sSIAPP ou sIAPP*).

Enfatizamos que as curvas caldricas [ i.e. B(€) X € ] e a energias livres de
Helmholtz (Af) sdo exibidas na Figura 11, e aparecem como fung&o da energia interna
por residuo (€), pois no ensemble microcandnico e a energia interna é o parametro de
controle e ndo a temperatura. Nesta mesma figura, vemos as regides candnicas
termodinamicamente instaveis, os S-bends, onde fizemos as construgdes de Maxwell

conforme visto com seta dupla, horizontal e azul.

Figura 11: Curvas caldricas para analogos de amilina em associagdo com insulina humana de
acao regular. Insertos: mostram as respectivas Energias livres de Helmholtz (Af) avaliada na
temperatura pseudo-critica (Tagg.) como funcao da energia interna (€). As construgdes de Maxwell,
segmentos horizontais azuis, denotam os calores latentes candénicos de heterodimerizagao (AL).
As unidades de energia em g, Af e AL estdao normalizados para kcal/mol/residuo e as temperaturas
fisicas em 503K"".

hIAPP sIAPP sIAPP"

(.1

1

Af

g 4.5 -4

E

| I I | I L4 1 1 1 1
4.5 -4
E

Fonte: Dados do autor
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Para obter os calores latentes de agregacao (AL) a temperatura pseudo-critica
(Tc' = ks Bc). As alturas das respectivas barreiras de energias livres de Helmholtz (Af)
sd0 mensuraveis através dos insertos dos graficos na Figura 11 e mostram,
explicitamente, que enquanto hIAPP e sIAPP agregam-se em uma transi¢ao de primeira
ordem a sIAPP* é imune a agregacgao ou seja, ndo apresenta uma barreira em AF.
Conforme a Tabela 3 mostramos os valores numéricos das analises termodinamicas.
as energias de configuragdo mais estaveis sdo denominadas “Ground states” (Eground),
as energias livres de solvatagdo (AGsonv.), Helmholtz (AF) e o calor latente (L) séo
medidos em kcal / mol. Evidentemente, as co-formulagées de insulina com hlAPP e
sIAPP apresentam transicoes de fase estruturais de primeira ordem (i.e. agregam-se)
em altas temperaturas. Ou seja, a temperaturas fisioldgicas ambos sistemas séo
altamente propensos a heterodimerizagao e portanto, formam agregados. Por sua vez,
sIAPP* ndo produz agregados em coformulagdo com insulina por isso, ndo tem uma

Tagg

Tabela 3: Resultados termodinamicos para a heterodimerizagdo dos analogos de amilina com a
insulina humana de agéo regular. Detalhes no texto.

PROTEINA Tagg () Eground AGsov. L AF
(Kcal/mol) (Kcal/mol) | (Kcal/mol) (Kcal/mol)
hiAPP 479 -382,6 -746(24) 35,2 2,1
sIAPP 466 -423,3 -801(37) 65,1 6,0
sIAPP* _ -436,6 -897(52) _ _

Fonte: Dados do autor

Por outro lado, como o sistema composto por sIAPP* e insulina ndo apresenta
transicao de fase, demonstra-se que, uma elevada estabilidade fisico-quimica é
alcangada nessa co-formulagdo com o uso de um analogo resistente a agregacao.
Estes resultados confirmam evidéncias de experimentos em que a insulina agrega
quando co-formulada com sIAPP de acordo em da SILVA e LIMA (2018), mas este
efeito € melhorado quando empregam-se analogos ricos em cargas positivas como em
WANG et al ., (2014).
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Em seguida, para obtermos uma comparacéao cinética entre o comportamento
das co-formulacbes propensas a agregacao calculamos, através da Eq.(13) e dados da
Tabela 3, a razdo entre os lag-times R = ts/th para as co-formula¢des envolvendo
insulina com hIAPP (tn) ou com sIAPP (ts). Ao fixarmos a temperatura de referéncia
préximo ao valor fisiolégico (T = 300K), ou seja, compativel com o praticado em ensaios
experimentais SILVA e LIMA (2018), obtivemos a raz&o R = 200.

Este resultado demonstra que, muito embora sIAPP ainda seja propensa a
agregacao quando em co-formulagdo com Insulina, ela é notadamente menos
amiloidogénica que a Amilina humana. Nosso resultado € compativel com experimentos
que demonstraram que, sob condi¢des apropriadas de pH em solugdes tampdes, é
possivel co-formular Pramlintide com Insulina de forma semi-estavel SILVA e LIMA,
(2018). Vale destacar que, como sIAPP* n&o agrega, seria impossivel fazer um calculo
analogo pois seu lag-time seria infinito.

Avaliamos ainda a energia livre de solvatagdo para configuragdes simuladas de
todos os sistemas a uma temperatura de 300K. Para tal, empregamos o servidor web
PBEQ-solver, que resolve numericamente a equagdo de Poisson-Boltzmann.
Obtivemos os seguintes valores da Tabela 3 de AGsov -746(24) Kcal/mol (hIAPP), -
801(37) Kcal/mol (slAPP) e -897(52) Kcal/mol (slAPP*). Mais uma vez, nossos
resultados evidenciam coerentemente que sIAPP* interage mais intensamente com o
solvente, logo, € mais soluvel do que Pramlintide e hlIAPP, e portanto mais apta a uma
efetiva co-formulagdo com insulina.

Para obtermos uma melhor intuicdo sobre os mecanismos que diferenciam as
propensdes a agregacao dos analogos, fizemos também anadlises estruturais de suas
co-formulagdes. Assim, € interessante correlacionar nossos resultados termo-
estatisticos com esta analise termo-estrutural. Analisamos a prevaléncia de residuos
compondo hélices-alfa e folhas-beta, bem como o grau de compactagdo dessas
estruturas, o que é fornecido pelo raio de giragdo Rgyr e que é explanado no APENDICE
A e também pela distancia entre os extremos moleculares Re-e. De acordo com o
pacote SMMP MEINKE at al, (2008) estruturas com angulos diedrais (¢,y) sao
classificadas como hélices no intervalo [-70° £ 30°, -37°+ 30°] ou como folhas-beta se [-

150° £ 30°, -150°£30°]. As Figura 12, 14, 16 apresentam os “mapas de calor” para a
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ocorréncia de residuos alfa e beta, ou seja, a prevaléncia estrutural ao longo das
configuragbes amostradas nas simulagdes como fungédo da energia interna intensiva €,
que é o parametro de controle do ensemble microcandnico (a temperatura canénica
T(e), relaciona-se a € por meio da curva calérica da Figura 11).

Analogamente, os graficos das Figuras 13, 15 e 17 representam os raios de
giragao Rgyr linear e as distancias entre extremos moleculares Re-e para 0s mesmos
sistemas em funcdo de £ Como consequéncia, ao redor da temperatura critica de
agregacgao, observamos nas Figuras 12 e 14 que a co-formulagéo de Insulina com
hIAPP ou slAPP desenvolve uma grande prevaléncia de residuos B , tidos como
amiloidogénicos. Simultaneamente, enquanto o sistema resfria-se abaixo da
temperatura fisioldgica, e portanto agrega-se, essas co-formulacbées produzem
heterodimeros compactos como mostrado na Figura 13, 15 ou seja Rgyr <20A. Ha,
portanto, clara coeréncia entre nossas analises termodinamicas, Figura 11 e nossos

resultados estruturais.

Figura 12: Mapa de calor hIAPP. Figura 13: Raio de giragao (Rgyr) e distancia
com insulina entre os terminais (Ree) da hlIAPP com insulina.
hIAPP hlAPP
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12.0 -4 16.0 . i
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Fonte: Dados do autor Fonte: Dados do autor



Figura 14: Mapa de calor sIAPP
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Figura 15: Raio de giracdo (Rgyr) e distancia

com insulina entre os terminais (Ree) da sIAPP com insulina
slAPP slAPP
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24. -3.8 I -3-8
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Fonte: Dados do autor. Fonte: Dados do autor.
Figura 16: Mapa de calor sIAPP™. Figura 17: Raio de giragado (Rgyr) e distancia
com insulina. entre os terminais (Ree) da sIAPP*com insulina.
&
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a-helical residues Rgyr. (A)

Fonte: Dados do autor

Fonte: Dados do autor

Ou seja, Amilina e Pramlintide em co-formulagées com insulina agregam-se e

formam nucleos agregados compactos altamente ricos em folhas B. Por outro lado, a

co-formulacao de Insulina com sIAPP*nao se agrega, nem exibe propensao de formar

folhas B em temperaturas fisioldgicas. Para confirmar a coeréncia de nossos resultados

confrontamos a relacao das curvas caldricas Figura 11, com os termogramas Figuras

12,13, 14, 15, 16 e 17 e com as estruturas apos a agregacao nas Figuras 18, 19 e 20.
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Figura 18: Agregacao da hIAPP com insulina. Figura 19: Agregacao da slAPP com insulina.
sIAPP
hlIAPP Insulina Cadeia A

Insulina Cadeia A
Insulina Cadeia B

Insulina Cadeia B

Fonte: Dados do autor.

Figura 20: Agregagio da slAPP* com insulina.

Fonte: Dados do autor.

sIAPP*

Insulina Cadeia A
Insulina Cadeia B

%

b

e/

Fonte: Dados do autor.

As Figuras 18, 19 e 20 foram plotadas e estruturadas no RasMol, 2020

utilizando configuragbes computacionais amostradas a 310 K. Ao compara-las

confirmamos a coeréncia das analises anteriores. Ou seja, tanto na Figura 18 (para

insulina + hIAPP) como na Figura 19 (insulina + slAPP) observamos a presenca de

diferentes graus de agregacao, enquanto que para Figura 20 (insulina + slIAPP*) ndo

ha sinais de agregacao.



http://www.openrasmol.org/
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8 CONCLUSOES

Desenvolvemos simulagdes Multicandnicas de amilina humana (hlAPP) e de
seus analogos biotecnoldgicos sIAPP e sIAPP* em co-formulagdo com insulina de agéo
regular, comumente encontrada em farmacos (cédigo PDB: 4EWZ). Em nossos estudos
computacionais empregamos o pacote SMMP de MEINKE at al.,, (2008). Essa
abordagem nos permitiu gerar dados termostatisticos que foram analisados
microcanonicamente com o pacote computacional PHAST de FRIGORI (2017). Deste
modo caracterizamos as transicbes de fases de agregacdo desses sistemas e as
quantidades termodinamicas acessiveis experimentalmente foram preditas, a saber:
calor latente a volume constante, energia livre de Helmholtz e temperatura pseudo-
critica de agregacao. Além do mais, empregamos a teoria classica de nucleagdo FOKIN
at al., (2005) para extrair a cinética de agregacao via time-lags.

Estes resultados foram complementados e correlacionados pelo estudo das
energias livres de solvatacdo das co-formulagdes supracitadas, utilizando o PBEQ-
solver, os calculos confirmam que sIAPP* constitui um aprimoramento nao-trivial da
Pramlintide. Adicionalmente, nossas simulagdes confirmaram a presenca de uma forte
transicdo de fase de heterodimerizagcao nas co-formulagdes de insulina com hlIAPP ou
com slAPP. Isso demonstra que hlIAPP e sIAPP agregam-se, quando co-formuladas
com insulina, sendo portanto farmaceuticamente inviaveis. Em suma, espera-se que o
analogo da amilina humana slIAPP*, racionalmente desenhado com a aplicacdo de
meétodos computacionais, tenha elevada resisténcia a agregacao e solubilidade
FRIGORI (2017), ALVES e FRIGORI (2019).

Nosso presente estudo demonstrou que este analogo mantém estas
propriedades também quando co-formulado com insulina de acao regular. Resultados
semelhantes foram observados por experimentos que empregaram analogos da amilina
humana que simultaneamente incorporaram Prolinas e Argininas extras WANG at al.,
(2014), contudo, sem que uma explicagdo termodinamica subjacente fosse apresentada.
Dessa forma, este estudo, ndo s6 complementa e aprofunda teoricamente recentes

resultados empiricos, mas também apresenta um novo potencial para insulinoterapias.
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APENDICE A - RAIO DE GIRACAO

E a distancia de um ponto na qual poderia concentrar a massa (M) do corpo que
reproduziria 0 momento de inércia (/) como segue:

bem como o momento de inércia da /i-ésima particula ou molécula:

Ii = mill7il?

0 que € melhor especificado na equagao abaixo substituindo os termos;

E

.
o > Fil” mi
B 2 mi

Considerando como atomos das proteinas, o raio de giracdo torna-se uma
forma de avaliar o grau de compactagéo das estruturas, além de auxiliar na verificagao
do enovelamento nas etapas do processo de folding, pois da terceira definigdo temos
que a massa mi do j-ésimo 4tomo e o Fi é a sua posicdo em

relagdo ao centro de massa da proteina (SPOEL et al., 2009).



