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Analise in silico da proteina beta-amiléide (AB42) e suas mutantes
lowa (D23N) e Dutch (E22Q)

In silico analysis of beta-amyloid protein and its mutants lowa
(D23N) and Dutch (E22Q)
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RESUMO

Proteinas sdo sequéncias de aminoacidos que possuem atividades biolégicas fundamentais. Para
sua devida atividade, é necessario que esta sequéncia de aminoacidos conforme-se espacialmente,
segundo o fendbmeno de “folding molecular’, de modo a atingir um formato chamado de estrutura terciaria
nativa. Em modelos computacionais, utilizam-se descri¢cdes simplificadas, que retém na modelagem apenas
as interagdes fisico-quimicas supostamente mais relevantes a atividade molecular. Neste estudo,
empregaremos o modelo AB, hidrofébico-hidrofilico, para descrever o folding da proteina Beta Amildide
(AB42) e suas mutantes (lowa: D23N e Dutch: E22Q). Esta proteina é associada ao surgimento do
Alzheimer. Tal doenga surge com a formagdo de agregados proteicos de AB42, neurologicamente
citotéxicos, atualmente nenhuma cura é conhecida. Uma importante abordagem no tema sdo os
experimentos in silico em que computagéo de alto desempenho é empregada para desvendar a dinamica
microscépica que leva ao surgimento desse tipo de patologia. Empregaremos o software PHAST para
efetuar simulagbes computacionais do enovelamento de AB42, e suas mutantes supracitadas, via método
de Monte Carlo no ensemble Multicandénico. Com os resultados obtidos, podemos classificar o potencial
agregacional de cada mutagdo ocorrida nas AB42 com base nas barreiras de energias livres de
enovelamento.

PALAVRAS-CHAVE: Biopolimeros, Folding molecular, Mecénica estatistica, Método de Monte
Carlo, Termodinamica

ABSTRACT

Proteins are sequences of amino acids that have fundamental biological activities. For its proper
activity, it is necessary for this sequence of amino acids to conform spatially, according to the characteristics
of “molecular folding”, in order to achieve a format called tertiary structure that minimizes the free energy of
the system. In computational models, we resort to simplified interference. In this study, we will employ the AB
model, hydrophobic-hydrophilic, to describe the folding of the Amyloid Beta protein (AB42) and its mutants
(lowa: D23N and Dutch: E22Q). This protein is associated with the onset of Alzheimer's. This disease arises
with the formation of AB42 protein aggregates, which are neurologically cytotoxic. An important approach to
the topic are in silico experiments in which high-performance computing is used to uncover the microscopic
dynamics that lead to the emergence of this type of pathology. We will use the PHAST software to carry out
computational simulations of the folding of AB42, and its aforementioned mutants, via the Monte Carlo
method in the Multicanonical set. With the results obtained, we can classify the aggregational potential of
each mutation occurring in AB42 based on the folding free energy barriers.

KEYWORDS: Biopolymers, Molecular Folding, Monte Carlo Method, Statistical Mechanics,
Thermodynamics.

INTRODUGAO

As proteinas sédo heteropolimeros, compostos por um grande numero de
aminoacidos, que possuem fungdes bioldgicas importantes, como por exemplo: estrutural,
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metabdlica e hormonal. Porém essas fungcdes s6 sao possiveis de serem executadas
quando a proteina atinge sua estrutura terciaria, também conhecida como “estrutura
nativa”, enovelamento proteico € o nome que damos ao processo que faz com que a
proteina saia de sua estrutura primaria e atinja sua estrutura funcional.

Durante a conformacdo de proteinas podem haver erros no processo de
enovelamento os quais originam as proteinopatias, doengas geradas por proteinas que
foram mal enoveladas. Uma das proteinopatias mais conhecidas € o mal de Alzheimer.
Essa doencga ocorre pela agregagéao, no tecido cerebral, da proteina beta-amildide (AB42),
neurologicamente citotéxica. Através da mecanica estatistica podemos prever a
capacidade agregacional da proteina (Ap42) e suas mutantes Dutch (E22Q) e lowa
(D23N).

A mecanica estatistica € o ramo da fisica que estuda o comportamento de sistemas
mecanicos macroscopicos compostos por um elevado numero de entidades
microscopicas a partir do comportamento destas entidades quando seus estados sao
incertos ou indefinidos. Como a abordagem microcandnica baseia-se na exata contagem
de microestados ela é ideal no estudo de sistemas “pequenos”, como as proteinas.
Justamente por isso conceitos como entropia, energia livre, calor especifico e curva
calorica serdo de extrema utilidade para analisarmos a capacidade agregacional da
proteina e suas mutantes.

MATERIAIS E METODOS
Beta-amiléide: Selvagem, Dutch e lowa

A estrutura primaria de uma proteina corresponde a sequéncia linear dos
aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas.

Quadro 1 — Sequéncia primaria das mutacoes

Mutagdo Sequéncia Primaria

Wild-Type DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
Dutch DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAQDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
lowa DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAENVGSNKGAIIKNLVGGVVIA

Fonte: PDB Protein Data Bank (2003).
Modelo AB coarse-grained

O estudo de sistemas complexos, como as proteinas, nos mostra varios
obstaculos, dentre eles o computacional. Se considerarmos a modelagem fisica dos
heteropolimeros que leva em consideracdo o maior nivel de detalhamento estrutural
teremos como consequéncia um alto custo computacional, justamente por isso nesse
presente estudo utilizamos o modelo AB. Este modelo é formulado em um espaco
continuo e conta com interagdes de longo alcance entre os aminoacidos simplificadas,
empregando-se apenas descrigdes efetivas entre residuos centrados nos carbonos alfa.
As descricbes das cadeias laterais também sao simplificadas, essas sdao mapeadas
segundo seu carater hidrofébico ou hidrofilico respectivamente em mondmeros do tipo A
ou do tipo B.
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Quadro 2 — Sequéncia AB das mutacoes

Mutagao Sequéncia Primaria

Wild-Type AABABBBBBBBABBBBAAAAABBABBBBBAAABAAABBAAAA
Dutch AABABBBBBBBABBBBAAAAABAABBBBBAAABAAABBAAAA
lowa AABABBBBBBBABBBBAAAABBBABBBBBAAABAAABBAAAA

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
Software PHAST

O software PHAST (figura 1) desenvolvido em Fortran, com extensées MPI e
CUDA, utiliza o método de Monte Carlo para realizar simulagdes paralelas do processo de
enovelamento de cadeias heteropoliméricas unicas ou multiplas através de modelos
coarse-grained. Os dados resultantes podem ser analisados através de uma abordagem
termodinamica estatistica microcandnica permitindo calcular a entropia, curva caldrica,
calor especifico e energia livre do sistema.

Figura 1 — Tela inicial do software PHAST

Te gura da tal

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Computacgao paralela

O software PHAST emprega as extensées MPI e CUDA, associadas ao uso de
recursos de paralelismo computacional, respectivamente de gréo grosso e fino, para a
implementagdo do modelo AB. O Message Passing Interface (MPIl) é um padrao de
comunicagdo amplamente utilizado na programacéao paralela que permite que a aplicagéao
seja dividida em subtarefas que possam ser executadas simultaneamente em varios
processadores, ou nodos, de um cluster, assim reduzindo o tempo total de execugao da
tarefa. Ja a extensdo CUDA é responsavel por viabilizar a utilizacdo do poder de
processamento das placas graficas, assim agilizando a execugdo do software. Com o
pacote cuRAND somos capazes de utilizar os processadores das placas graficas para
gerar numeros aleatérios mais especificos.
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Figura 2 — Comunicagao dos computadores (programagao paralela)
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O Esquema da figura 2 representa um ciclo de iteragdo para simulagao
multicanénica paralela: N processadores (nés) sao inicializados com diferentes sementes
aleatorias e, assim, evoluem cadeias de Markov independentes, cujos histogramas
individuais de contagem de energias configuracionais sdo acumulados em H(E) a cada
iteracdo MUCA para atualizar o peso W (E). Os coeficientes resultantes (a, ) nos pesos
MUCA sao entdo computados no Mestre e transmitidos em broadcast, atualizando cada
nd para que possa iniciar o proximo passo iterativo. Repete-se o processo ate que H(E)
vs E torne-se plano e, portanto, a densidade de estados Q(E) seja equiprovavel para
todas as Energias.

Férmulas utilizadas
O software PHAST se baseia nas seguintes férmulas para realizar suas

simulagdes: entropia, curva caldrica, energia livre e calor especifico. Todas as férmulas
citadas estdo em ordem logo abaixo.

S(E) = k,InQ(E) (1)
kp=TE =5 2)
-1
F(E)=E - (55) |E=E(T S(E) (3)
2 zc -1
o= %= (5](2) Z
RESULTADOS OBTIDOS
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Figura 3 — Graficos gerados pelo software PHAST

0 T 1T | [ I 5 | TTr T T | 521 [ I T 1ok -1 TTTT TTTT TTTT | TTTT ‘ | B iR | | TTTT TT 1] 3
E E [N —I_)ulch _: 2’5
10 o f — i ]
c i -2

@ 20 - @ ]

F &b s
30 4 F g1
40 - _: ; é 0.5

% 1 S L | 1111 | 1111 | 1L 1] B | 1111 | 1 ; E 111 | 1111 | I | | 1111 ‘ 1111 | i £ = G
SD,IS -0.4 02 0 0.2 0.4 08 06 04 02 0 02 04
0,0 ‘ TTIRT | T | TTTT | _I TTT | TTTT | TT T kTt T ‘ 55 ) | A A | EF I_
B b - ] 1000
) = 4 L ]
b L . — 500
] | | & : :
w | | 03'7 i :
<.|.I. = A B 10
0 ‘ 1111 | 1111 I [ {70 1| | 1111 | 7I 111 | 1111 | 11 ) 11 ‘ 1111 | I I | 1 \7 -Sm

08 06 04 02 0 02 04 -08 -06 04 -02 0 02 04
€

m

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Os graficos da figura 3 representam respectivamente: entropia S(g), curva caldrica
B(e), energia livre f(g,T,s) e calor especifico Cv(g). A probabilidade de uma proteina
agregar-se esta diretamente relacionada a sua altura de barreira de potencial e ao seu
calor latente, quanto maior a barreira de potencial e o calor latente menos propensa a
agregacao de proteina.

Figura 4 — Barreira de potencial e calor latente.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Ao analisar os graficos da figura 4, percebemos que a proteina Wild-Type possui
uma transi¢ao de fase de segunda ordem enquanto as mutagdes Dutch e lowa possuem
uma transicao de fase de primeira ordem.

Nossos resultados sao coerentes com resultados experimentais recentes, como
llles-Toth et al (2021) que monitoram a agregacao de variantes AB42 por espectrometria
de massas. Estes autores constataram que, em ordem decrescente de agregacéao, temos
as mutantes: lowa (D23N), Italian (E22K) e Dutch (E22Q).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise nos permitem concluir que, de acordo com a
barreira de potencial (Af) e calor latente (AE), a proteina mais propensa a se agregar € a
Dutch seguida de lowa. Isso significa que possivelmente organismos com maior
quantidade de proteina beta-amiléide do tipo Dutch possuem maior probabilidade de
serem acometidos pelo Alzheimer.
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