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Simula¢ao de males amiloidogénicos com software PHAST

Simulation of amyloidogenic diseases with software PHAST
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Pramlintide (PM), foram biotecnologicamente desenvolvidas sob inspiragdo de mamiferos

resistentes a T2D, como roedores (rlAPP) e porcos (plAPP). Dados clinicos revelam uma
inter-relagdo entre o aumento de T2D em portadores de AD, deste modo, visamos estudar
a interacdo molecular que leva a agregacao de isoformas da proteina hlAPP (sIAPP, rIAPP e
plAPP) com AB140 por meio do software PHAST. O software PHAST simula paralelamente
cadeias heteropoliméricas com o método de Monte Carlo multicanénico empregando um
modelo (AB) coarse-grained de proteinas, descrevendo-as de acordo com a hidrofobicidade
dos aminoacidos (A: hidrofdbico e B hidrofilico). Os resultados sdo analisados com o médulo
PHAST-ANALYST, descrevendo termostatisticamente os sistemas a la Boltzmann
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patients. Believed that human amylin (hIAPP), hormone produced with insulin by B-
pancreatic cells, aggregates in the pancreas and contributes to the emergence of Diabetes
type 2. Analoges drugs of hlIAPP, like Pramlintide (PM), were biotechnologically developed
under the inspiration of mammals T2D-resistant, as rodents (rIAPP) and pigs (pIAPP). Clinical
data reveal an interrelationship between T2D increment in AD patients, so we study the
molecular interaction that leads to the aggregation of hlIAPP (sIAPP, rIAPP and plAPP)
isoforms with AB1-40 through PHAST software. The PHAST software simulates in parallel
heteropolymer chains with the multichannel Monte Carlo method employing a coarse-
grained (AB) protein model, describing them according to aminoacid hydrophobicity (A:
hydrophobic and B: hydrophilic). The results were analyzed with the PHAST-ANALYST
module using Boltzmann-style systems.
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INTRODUCAO

Diabetes é uma doenca crbnica, cuja taxa de incidéncia cresceu 61,8% nos
ultimos 10 anos, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Atualmente o tratamento de diabetes baseia-se na utilizacdo de insulina para a
regulacdo das taxas de glicose no sangue, porém no organismo sauddavel este
mecanismo de absor¢do possui a acdo de outro hormdnio simultaneamente,
designado como amilina humana (hlIAPP) e tendo como fun¢do suprimir a secrecdo
de glucagon pés-prandial promovendo assim a saciedade.

Contudo, estudos revelam que a coadministracdo de hIAPP e insulina é
propensa a agregacdao, podendo formar depdsitos amildides no pancreas
enddcrino, acarretando a reducdo da massa de células B. Sabe-se que os peptideos
beta amiloides AB.., (PDB: 2Ifm) induzem doencas neurodegenerativas, como o Mal
de Alzheimer (AD), pela formacdo de agregados amildides depositados no cérebro
de pacientes (BARAM, 2016; SILVA, S. C.; LIMA, L. M. T. R., 2017).

Desta forma, acredita-se também que a amilina humana (hIAPP), hormonio
produzido com a insulina pelas células B-pancredticas, agrega-se no pancreas e
assim contribui para o surgimento da Diabetes Tipo 2 (T2D) (BARM, 2016).

Varios estudos apresentam semelhancas de mecanismos e manifestacGes
entre T2D e AD, tendo como principal caracteristica a formacdo de agregados
amildides, além de dados clinicos apresentarem uma inter-relacdo entre o
aumento de T2D em pacientes com AD, sugerindo uma origem molecular e
sinérgica entre esses males, supostamente ocasionada pela agregag¢ao-cruzada
(cross-seeding) de hlIAPP e AB's (BARAM, 2016; FRIGORI, 2017).

Sendo assim, baseando-se em mamiferos resistentes a T2D, como roedores
(rlIAPP) e porcos (plAPP), desenvolveu-se peptideos ndo-amiloidogénicos analogos
a hIAPP, como Pramlintide (sIAPP) (SILVA, S. C.; LIMA, L. M. T. R., 2017). Deste
modo, visamos estudar a interagdao molecular que leva a agregacao de isoformas
da proteina hlAPP (sIAPP, rIAPP e plAPP) com AB.., por meio do software PHAST.

O software PHAST foi desenvolvido utilizando a linguagem Fortran, com
extensdes MPl e CUDA, constitui um cédigo aberto e gratuito, podendo ser
utilizado livremente por outros usudrios, além de permitir adaptacGes para atingir
propdsitos requisitados. O PHAST possui como capacidade a realizacdo de
simulacGes paralelas de cadeias heteropoliméricas simples ou multiplas com o
método de Monte Carlo multicandnico, empregando um modelo (AB) coarse-
grained de proteinas. Este modelo descreve proteinas considerando o caracter
hidrofébico dos aminodcidos, representando-os como A: hidrofdbico e B
hidrofilico. Assim, o PHAST simula a interacdo de heteropolimeros lineares
flexiveis, como proteinas, com um reduzido custo computacional (FRIGORI, 2017).

MATERIAIS E METODOS

Para a realiza¢do das simula¢des microcanénicas, utilizou-se a o peptideo
beta amildide AB..,, designado como 2/fm e disponibilizado pelo banco de dados
de proteinas PDB. Além da utilizacdo das proteina hIAPP e suas isoformas sIAPP,
rIAPP e plAPP previamente sequenciados em sua forma primaria, em cddigo de
uma letra.
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Por meio da sequéncia primaria das proteinas, utilizou-se o conversor One
to Three para a transformacdo do cddigo de uma letra para trés ("AKC" para
AlalysCys), obtendo uma sequéncia legivel pelo médulo PHAST-SET _INPUT.

Desta forma, com a obtencdo da sequéncia primaria em cddigo de trés letras,
prepararam-se as proteinas isomorfas da amilina juntamente com o peptideo 2/fm
no moédulo PHAST-SET _INPUT para a conversao dos aminoacidos no modelo AB
proposto. O modelo Coarse-graining possui como objetivo reduzir os graus de
liberdade macromoleculares, desta forma, o PHAST utiliza um campo de forca
simplificado para descrever heteropolimeros pela hidrofobicidade (AB), citada
anteriormente. Sendo assim, as forcas hidrofébicas sdo dadas pelo potencial de
Lennard-Jones (LJ), cuja interacdo entre os residuos dos aminodcidos tem os
coeficientes dados na Eq. (1) (FRIGORI, 2017):

+1 O'i=Gj=A
Cu(oi,0))= +% o, =0;=B
—% o, # O,

Sabendo-se que a estrutura proteica possui certa rigidez, utiliza-se ainda uma
modelagem do heteropolimero do tipo mola-granulo, descrita pela Eq. (2)
(FRIGORI, 2017):

H g = ke R2X G (01,01.2) N = (01,4 — )/ RT?) o)

N-2 N-2 N
+ K, Kz_l(l_cos o)+ kLJ,NTRA Z _Z[rijlz -Cy (Givo_j) rij_e]

i=1 j=1+1

Por meio destas, obtém-se a proteina de interesse modelada como um
heteropolimero, como pode ser observada na Figura 1.
Figura 1 — Escala de hidrofobicidade mapeada de A-Z pelo FASTA e

sequéncia AB utilizando modelo Coarse-graining

~

KCATATCATQRLANFLYHSSHNFGAILSSTHVGSHTY g
BABAAAAAABRAABAAA BEGEEABAAABEABABEEAB

Fonte: FRIGORI, 2017.
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Com a modelagem realizada, teve-se o material de estudo preparado, desta
forma iniciou-se a simulacdo com o método de Monte Carlo e por conseguinte os
resultados foram analisados no préprio software utilizando o mddulo PHAST-
ANALYST, que permite avaliar a entropia, curva caldrica, calor especifico e energias
livres, obtendo portanto a termodindmica microcandnica dos sistemas a la
Boltzmann.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As simulacdes realizadas, utilizaram as isoformas hlAPP, rIAPP, pIAPP e s20R,
cuja sequéncia FASTA pode ser observada na Figura 2.

Figura 2 - Sequéncia FASTA de isoformas da amilina

Isoform Sequence

Human KCNTATCATOQ. RLANFLVHSS.NNPGAILSST.NVGSNTY
Cat KCNTATCATO RLANFLIRSS. NNLGAILSPT. NVGSNTY
Rat KCNTATCATQ. RLANFLVRSS NNLGPVLPPT.NVGSNTY
Porcine KCNMATCATO). HLANFLDRSE.NNLGTIFSPT.KVGSNTY
Pramlintide KCNTATCATQ. RLANFLVHSS.NNFGPILPPT.NVGSNTY
S20R- KCNTATCATO. RLANFLVHSR NNFGPILPPT. NVGSNTY

pramlintide

Fonte: FRIGORI, 2017.

Como dito anteriormente, utilizou-se o modelo AB coarse-grained para
descrever as proteinas, sendo portanto considerado o caracter hidrofébico dos
aminodcidos, representando-os como A: hidrofdbico e B hidrofilico. Desta forma
obteve-se que, de acordo com a escala de hidrofobicidade de Roseman, as
proteinas rIAPP e s20R apresentam a mesma sequéncia polimérica no modelo AB,
sendo portanto consonantes perante o estudo. Suas sequéncias mapeadas no
modelo AB seguem na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1 — Sequéncias mapeadas no modelo AB

Isoforma Sequéncia

hIAPP BABAAAAAABBAABAAABBBBBABAAABBABABBBAB
rIAPP BABAAAAAABBAABAAABBBBBABAAAAAABABBBAB
plAPP BABAAAAAABBAABAABBBBBBABAAABAABABBBAB
S20R BABAAAAAABBAABAAABBBBBABAAAAAABABBBAB
AB1-40 BABABBBBBBBABBBBAAAAABBABBBBBAAABAAABBAA

Fonte: Autoria prépria (2019).

Através do moddulo PHAST-ANALYST, obteve-se a termodinamica
microcandnica dos sistemas a la Boltzmann das proteinas hlIAPP, plAPP e S20R,
podendo ser observadas na Figura 3 as curvas da entropia (S) e da temperatura
inversa (B) como funcdo da energia por monémero (g).
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Figura 3 - Andlise termodinamica proteinas hIAPP, pIAPP e S20R
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Por meio dos graficos de entropia e curva caldrica apresentados avaliou-se
a mudanca no estado de agregacdo das proteinas, calculando o calor latente (AL)
com o critério de Maxwell que lineariza o Loop de Van der Waals nas curvas  x €.

Como observado, tem-se que a curva calérica da proteina S20R ndo
apresenta mudanca de fase expressiva, tendo como consequéncia uma menor, ou
nenhuma, agregacdo em interacdo com a beta amiloides AB40. No entanto a
proteina hlIAPP e pIAPP apresentaram mudanca de seu estado de agregacdo
significativa, sendo aproximadamente de 0,3113 e 0,2660 respectivamente. Desta
forma, tem-se que em interacdo com a beta amiloides a proteina hIAPP possui
maior carater amiloidogénico quando comparada as demais. Este resultado
concorda com observacdes clinicas.

Desta forma, tem-se a S20R como uma opc¢do aceitavel no tratamento de
Diabetes, pois, como caracteristica tipica tem menor propensdo de agregacao
amildide. Consequentemente, S20R exibird menor propensdo de induazir,
colateralmente, doengas neurodegenerativas relacionadas com agregados
formados conjuntamente com AB1.40, como é o Mal de Alzheimer.

CONCLUSAO

Diante do exposto, vé-se que as simulacGes microcanonicas realizadas
obtiveram resultados satisfatérios, tendo como maior intuito simular possiveis
drogas andlogas para o tratamento de doencas amiloidogénicas, possibilitando
uma prévia ideia de seu comportamento no organismo. Sendo assim, determinou-
se que a isoforma S20R possui potencial para utilizacdo no tratamento de Diabetes
sem que haja a formagdo de agregados amiloides que poderiam acarretar na
inducdo de doencgas neurodegenerativas, como o Mal de Alzheimer. Desta forma,
ressalta-se a importancia da investigacdo de andlogos de amilina como terapias
adjuvantes a DM2, cuja conformacao e func¢do proteica seja conversada. Para tal,
a substituicdo de certos aminodacidos-chave deve ser eficaz, acarretando no
aumento da solubilidade e em uma menor propensado de agregacdo proteica, assim
como demonstrado com a mutante S20R.

0.5
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