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RESUMO

Neste trabalho investigou-se a agregacao de trés subunidades do Antigeno B
que € um polipeptidio lipoproteico que € liberado no ciclo do parasita da doenca
conhecida como Hidatidose séo elas: AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3. O AgB interfere
diretamente nas funcdes de sobrevivéncia hospedeiro-parasita e € produzido com
frequéncia durante o ciclo da doenca. Nado se sabe detalhes da sua fungédo e
estruturagdo, mas observou-se experimentalmente uma tendéncia muito forte de
agregacdo das suas subunidades. Nesse trabalho, desenvolve-se um protocolo
computacional com o intuito de observar a agregacéo dos AgB8/1, AgB8/2, e AgB8/3
formando homo e hetero-oligbmeros. A analise desses agregados fornece dados
esclarecendo como esses polipeptidios interagem. A agregacdo das subunidades
representa um processo que envolve tempos longos quando comparado com eixos
temporais caracteristicos na fase condensada de poucos picosegundos. Para
prolongar o eixo temporal no tratamento computacional, aplica-se a simulagéo por

dindmica molecular em nivel de “coarse-graining”.

Palavras Chave: Peptideos, Dinamica Molecular, AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3,
Cisto Hidético.
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ABSTRACT

In this work we investigated the aggregation of three subunits of the Antigen B
which is a lipoprotein that is released in the disease cycle of the parasite known as
Hydatidosis.They are: AgB8 /1, AgB8 /2, AgB8 / 3. The AgB interferes directly in the
functions of host-parasite survival and is often produced during the course of the
disease. Its function and structure are unknown, but it has seen observed
experimentally a very strong tendency of aggregation between its subunits. In this
work, we develop a computational protocol to observe the aggregation of AgB8 / 1,
AgB8 / 2, and AgB8 / 3 forming homo-and hetero-oligomers. The analysis of these
aggregates provides data clarifying how these polypeptides interact. The aggregation
of subunits represents a process that involves long times compared with typical
temporal axis in the condensed phase of a few picoseconds. To extend the time axis
in the computational treatment, we applied in molecular dynamics simulation at the

level of "coarse-graining”.

Key Words: Peptides, Molecular Dynamics, AgB8 / 1, AgB8 / 2, AgB8 / 3,
hydatid cyst.



1. Introducéao

1.1 Cisto Hidatico

A hidatidose € uma zoonose cujo agente etimologico € o helminto da classe
Cestoda Echinococcus Granulosus. A infecgdo é formacao do cisto e decorrente da
ingestédo dos ovos do parasita originados nos cachorros ou em raposas (hospedeiros
principais) e o desenvolvimento ocorre nas visceras do hospedeiro intermediario
ovinos, bovinos e suinos e no homem. O ciclo da doenca apos ingestdo dos ovos

larvais esta descrita na (figural) e principais locais afetados estéo na tabelal[1].

Tabela 1: Principais 6rgéos afetados pelo cisto nos hospedeiros intermediérios.

Locais afetados pelos Cistos

local %
Figado 74,5
Pulm®es 10,1
musculo e Tecidos conjuntivos 47
Baco 2,3
Rim 2,1
Cérebro 14

A infeccdo e a resisténcia da doenga ndo estdo bem definidas variando de
diversas formas a possibilidade de adquirir a doenca, como por exemplo, sexo,
idade, forma imunoldgica, variam as possibilidades de contagio.

A doenga tem casos registrados em todo mundo principalmente em
continentes subdesenvolvidos como, por exemplo, Asia, Africa, America do Sul e
central, Mediterraneo, na Europa, parte do leste Europeu e alguns focos no Reino
Unido, Oceania entre outros locais considerados de media a baixa endemicidade.

A doenca pode ser prevenida evitando contanto direto com animais
contaminados, lavando bem as méos caso ocorra algum contato com cachorros

contaminados, evitando que cachorros se aproximem de matadouros ou se

1



alimentem de carne de ovinos ou bovinos contaminados, mas ainda assim a doenca
tem espalhado principalmente em paises subdesenvolvidos aonde a fiscalizacdo é
fragil e mal feita. No Rio Grande do Sul a contamina¢do ocorre com maior freqiiéncia
na parte sul do estado, o ser humano ao ser contaminado dificilmente sofre efeitos
imediatos dificultando a detecc¢éo[2]

Figura 1: Ciclo da doenca hidatidose.

1.2 Echinococcus granulosus

A equinococose é uma doenca encontrada em canideos, produzido pelo
verme adulto (figura 2) E. granulosus, o verme e adquirido pelo cdo ao ingerir
visceras contaminadas pelas hidatides. O tempo para atingir tamanho adulto pode
variar entre 4 a 10 semanas e possui uma vida media de 20 meses. A tabela 2
mostra a classificagdo taxonémica do Echinococcus Granulosus e a figura 2 um
platelminto adulto como deve se apresentar no organismo de cachorros ou raposas

infectados.



Tabela 2: classificagdo do Echinococcus Granulosus

Echinococcus Granulosus

Filo Platyhelminthes
Classe Cestoda

Familia Taeniidae
Género Echinococcus

Espécime  Echinococcus Granulosus

¢
:

Figura 2: Echinococcus Granulosus

O tamanho comum do verme € entre 3-6 mm, possui cor Esbranquicada é
divido entre cabeca ou escoélex (Globoso), ventosas, dupla coluna de aculeos na
porcdo anterior do escélex, colo ou pescoco curto e por¢cao posterior formado por
trés ou quatro proglotes, sendo uma ou duas jovens imaturas e uma delas contendo
ovos que podem ser expelidos.

A proglote gravida possui entre 500 a 800 ovos, estes ovos sdo veiculados
nas fezes dos canideos, porque o verme adulto tem como hbitat o intestino delgado
desses animais.

Os ovos contaminam as pastagens e podem persistir por até 12 meses e por

fim contaminar os hospedeiros intermediarios[3].

1.3 AgB

Dentre as proteinas presentes no fluido do cisto hidatico destaca-se pela sua

abundancia e imunogenicidade, o antigeno B (AgB) [4].
3



O AgB é uma lipoproteina polimérica com uma massa molecular que varia de
120-160 kDa. As subunidades multigénicas que compdem o Antigeno B possuem
tamanhos aproximados de 8 kDa € se agregam formando multiplos de 16Kda,
24Kda, 32Kda até atingirem o tamanho mencionado, foram até momento
identificados cinco subunidades: AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3, AgB8/4 e AgB8/5.
Focamos principalmente nos primeiros trés componentes identificados AgB8/1,
AgB8/2, AgB8/3. Os estudos mais recentes comprovaram que os trés polipeptidios
que iremos focar no trabalho possuem alta capacidade de agregac¢des constituindo
longas cadeias|[5].

O papel do AgB ainda ndo estd bem esclarecido, mas sabe-se que assume
papel chave na interacdo parasita-hospedeiro, este pressuposto € baseado nas
seguintes comprovacgfes observadas ao longo dos estudos da zoonose: efeito
inibidor de proteases, capacidade imunomoduladora e ter ainda apresentando uma
influéncia nas ligacdes dos lipidios do cisto e parasitas.[6]

Existe ainda outro antigeno igualmente importante chamado de IG5 ou
caracterizado como IgA[7]. Este Antigeno foi encontrado na mesma época que 0

Antigeno B e caracterizado com mais detalhes em 2003[8].



2. Objetivos

O objetivo geral € comprovar que as agregagbes dos polipeptidios
mencionados estdo de acordo com os estudos realizados até momento.

Os objetivos especificos deste trabalho sdo: avaliar a agregacdo dos
polipeptidios AgB8/1, AgB8/2, e AgB8/3 e procurar explicar como essas subunidades
se relacionam.

Os nossos estudos tentardo esclarecer um pouco mais sobre a agregagao
das trés subunidades citadas, permitindo talvez um melhor entendimento do
mecanismo de formacdo dos Antigenos. Para isso usamos as simulagbes

computacionais para realizar estes estudos.



3.

3.1

Materiais e Fundamentacao Tedrica

Obtencéao dos Polipeptidios AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3

O ponto de partida de nosso estudo foram estruturas tercidrias a partir de

andlises feitas pelo sistema ROSSETA[9]. Este sistema realiza por meio de uma

analise por homologia a partir da seqiiéncia primaria de aminoacidos € obtém uma

estrutura secundaria e terciaria para estes polipeptidios. A partir da obtencéo desse

conjunto de estruturas construimos uma topologia permitindo a simulacdo por

“coarse-graining” ou CG[10].

O sistema pode ser acessado no sitio do programa pela internet e para uma

melhor compreensao do sistema citamos um pedaco do site abaixo.

Citando o site:

3.2

“Um dos principais objetivos de Rosetta é predizer as formas em que as proteinas se
enovelam na natureza. Proteinas sdo moléculas de polimeros lineares compostas de mondmeros
de aminoacidos e sdo freqlientemente chamadas de "cadeias." Aminoacidos podem ser
considerados como os "elos" de uma "cadeia" de proteinas. Aqui estd uma analogia simples
com uma corrente de metal: ela pode ter muitas formas diferentes, dependendo das forgas
exercidas sobre ela. Por exemplo, se vocé puxar suas extremidades, a cadeia ira estender-se
formando uma linha reta. E se vocé a deixar cair no chao, ela assumird uma forma Unica a cada
vez que for jogada. Ao contrério das correntes de metal, que sdo feitas de elos idénticos, as
proteinas sdo formadas por 20 aminoacidos diferentes que possuem, cada um, propriedades
Unicas (diferentes formas, e forgas atrativas e repulsivas, por exemplo), e combinados, 0s
aminoacidos exercem forcas sobre a cadeia para que assuma uma forma especifica, que
chamamos de "dobramento.” A ordem em que os aminoacidos estdo interligados determina o
dobramento da proteina. H& muitos tipos de proteinas, que variam no nimero e ordem de seus
aminoacidos.

Ao predizer a forma que uma determinada proteina adota na natureza, o que realmente
estamos tentando fazer é encontrar o dobramento com menor energia. A energia é determinada
por um nimero de fatores. Por exemplo, alguns aminoécidos sdo atraidos um ao outro de forma
que, quanto estdo proximos no espago, a sua interagdo proporciona uma contribuigdo favoravel
aenergia...”

Dinamica Molecular

Na Mecénica Molecular as moléculas sdo descritas como um conjunto de

dtomos conectados, diferentemente que na Mecénica Quéantica aonde s&o

considerando elétrons e nlcleos.



Como na literatura temos dados experimentais que comprovam os diversos
parametros que s&o considerados como os “ideais” para 0o comportamento dos
atomos o que se faz em Mecéanica Molecular é utilizar campos de forca, que séo
representados por um conjunto de fungdes de energia. [11].

Existem diversos campos de forga atualmente em uso como, por exemplo:
MM2[12], AMBER[13] entre outros que possuem diversas equacdes de energia para
descrever os sistemas.

Um exemplo de funcédo do campo de forca € o termo V que € a energia para
o estiramento de ligagfes quimicas; na regido de minimo de energia uma equacgao

quadratica como a abaixo descreve bem a energia do sistema (equacao 1);

v=> k,(r-r) (1)

onde k, é a constante de forca associada a uma “mola” que representa a ligagéo
quimica entre dois atomos e r, € a distancia padrdo para essa ligagcdo quimica
enquanto que r e o afastamento da distancia padrédo considerada. O somatério inclui
todos os pares de atomos quimicamente ligados do sistema molecular. A figura 3
demonstra a energia em funcéo da distancia de ligacdo descrita pelo modelo da

mecanica molecular em comparagcdo com comportamento real.

— @

Realidade

7 |
k'b {r=- rn}
1

r

Otimo

'

Figura 3: Energia em funcéo da distancia de ligacao descrita pelo modelo da mecéanica

molecular em comparagdo com o comportamento real.



A Dinamica Molecular resolve as equac¢des de movimento ao longo de tempo
das moléculas que permite entdo o estudo de fendmenos que dependem do tempo
como difusdo, o dobramento de cadeias moleculares, a distribuicdo de moléculas de
solventes ao redor de moléculas entre outros.

Em Dindmica Molecular as moléculas que tem energias cinéticas elevadas
podem superar as barreiras de energia potencial e com isso literalmente buscarem
novas conformagdes para o sistema.

Os célculos usados na Dindmica Molecular baseiam na resolugédo da equagéo

de Newton para cada atomo i do sistema (Equacéo 2);

F,=m,a, @

i

onde F;é a forca que causa a aceleragdo a; em um atomo de massa m;. A forca pode
ser obtida diretamente da derivada da energia potencial com relacdo as
coordenadas r; dos atomos[14].

A resolucdo do sistema pelo método analitico s6 é possivel para sistemas
com até duas particulas independentes, para sistemas mais complexos s&o
utilizados métodos numéricos. Se a posi¢do considerada do sistema para um tempo

t for r(t) entdo pelo uso do algoritmo de Verlet (equagéo 4).[15]

1
Tt + At) = Z(t) + T(t) At + 5 a(t) At?

a(t) + dalt + Al
(URLETLY

(4)

u(t + At) = u(t) +

A solugdo numérica entdo depende do conhecimento da posicao r(t), da
velocidade dr/dt e da aceleragédo d*r/dt* para cada atomo, além de aproximacgdes
para as contribuicdes de termos de maior ordem. O intervalo de tempo At de cada
etapa da trajetoria € um pardmetro de grande importdncia em um calculo de
dindmica molecular.

O artificio usado para calcular a velocidade é considerar o valor de At muito
pequeno para podermos considerar que a aceleracdo seja considerada continua ao
longo do tempo. Todavia intervalos muito pequenos se tornariam proibitivos por isso
utilizamos intervalos na ordem 0,5 a 1 fs (fs= 10™ s). Estes célculos s&o

extremamente custosos, por isso exigem altas capacidades computacionais.
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Existem diversos programas que s&o utilizados para Dinamica Molecular.
Citamos dois deles como exemplos: GROMACS[16] e o TINKER[17].

3.3 *“Coarse Graning” e o campos de Forca MARTINI

A qualidade dos resultados de um sistema estudada depende do
campo de forca utilizado. Existem vérios campos de forca, mas o de interesse em
nosso trabalho e o campo de forga MARTINI[18] que associada a metodologia
“Coarse-graning” permite que possamos fazer aproximagoes precisas sem desviar
do modelo real. A reducdo do numero de graus de liberdade utilizando sistemas de
conjuntos de atomos como sendo sitios de interacdo, produzem alta efetividade e
reducdo de grandeza temporal na ordem de 2~3 vezes. O que permite analisar
longos tempos de simulagao.

A metodologia “Coarse-graning” e o campo de forca MARTINI foram
comparados a diversos estudos para comprovar a sua eficiéncia e para melhorar
sua aplicabilidade. Foram feitos alguns estudos sobre sistema ja existentes. Cito
exemplo: estudo em HIV-1 [19], varios estudos da influéncia de proteinas em
membranas [20-23], estudo de deformacdo e destruicio de membranas[24, 25],
estudos simultdneos atomisticos e CG de peptideos [26] e proteinas [27, 28],
estudos de surfactantes e lipidios [18, 29], se mostra capaz de ter propriedades
semi-qualitativas e termodindmicas de camada bi-lipidicos [30-32],

O campo de forca e dessa forma bastante aplicavel para longas simulagtes
de sistemas grandes.

O campo de forga MARTINI e a metodologia “Coarse-Graning” sdo baseados
nas representacdes de centros de interacdes e define quatro sistemas especificos
que podem ser utilizados para representacées de moléculas que séo eles: Polar (P),
Intermediario (N), Apolar (C) e Carregado (Q). Além disso, ha uma subdivisdo que
considera o tipo de interagdo que pode ser assim definida: (d= doador, a= aceptor,
da= os dois casos e 0=none) que se refere diretamente ao hidrogénios e ainda o
grau de polarizagédo associado ao centros de intera¢cdes que podem ser definidos da
seguinte forma ( 1 até 5, significando que 1 a polarizacdo e fraca e 5 e altamente
polarizado). A figura 4 mostra a representacdo dos aminoacidos utilizados em

9



MARTINI e a tabela 3 mostra os aminoacidos com seus nomes, abreviaturas e
codigos FASTA.

Representacfies dos Aminodcidos mais importantes no Coarse-Grained

ALA e CYs 8 t THR
U ! HIST MET
8 TRP
e ARG GLN e i ! PHE Q
e ASN e GLU e LEU c PRO e TVYR
e S ‘ ) GLY LYS b SER e VAL
APOLAR INTERMEDIARIO POLAR CARREGADAS

Figura 4: Representacdo do Aminoacidos em coarse-grained.

Tabela 3: Abreviaturas, Nomes e cdédigo FASTA dos aminoéacidos.

N° Sigla Nome Cdédigo FASTA
1 ALA Alanina A
2 ARG Arginina R
3 ASN Asparagina N
4 ASP Aspartato D
5 CYS Cisteina (03
6 GLN Glutamina Q
7 GLU Glutamato E
8 GLY Glicina G
9 HIS Histidina H
10 ILE Isoleucina |
11 LEU Leucina L
12 LYS Lisina K
13 MET Metionina M
14 PHE Fenilalanina F
15 PRO Prolina P
16 SER Serina S
17 THR Treonina T
18 TRP Triptofano W
19 TYR Tirosina Y
20 VAL Valina V

As equacdes (5-10) sdo usadas para parametrizacdo do campo de forcga.
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As interacdes sdo medidas pela equacao de Leonard-Jones (LJ) as distancias

rj séo as distancias entres as moléculas a formula e mostrada na eq. (5),

M2 i \6
V[xnna.rd—]nncﬁ('r-'}"): 4EU[(_U) N (_U) ] x

.re'_.fa \ ‘rfj

O valor de &j; variam de acordo com o tipo de particulas que interagem sendo

epsilon_rel (&j;) = 5.6 kd/mol para interagdes entre sistemas polares fortes e valores

de epsilon_rel (gj) = 2.0 kd/mol para interacOes de sistemas apolares e polares,

representando os efeitos hidrofébicos. Os efeitos de tamanho das particulas séo

mostrado pela variagdo de 0=0.47 nm para particulas normais, para particulas que
sdo de interagado do tipo anel-anel usa-se 6=0.43 nm e o &jj e usado com valor de

75% em relacdo ao valor padréo.
Para os sistemas do tipo (Q = particulas carregadas) sdo usados interacfes

do tipo coulumb representadas pela eq. (6).

l',ir.'q_,r

dire,e

| P
1 F
rel’ ij

e

(6)

A Constante Dielétrica do meio para estas interagfes e de epsilon_rel (&)=
15 e o cutoff para Lennard-Jones: (shift function) entre r=0,9 e r=1,2 e para
Coulumbic: cutoff (shift function) entre r=0 e r=1,2. As interagdes de sistemas muito
proximos sédo desconsideradas como néo ligantes. As equacdes a seguir descrevem
as energias potencias dos ligantes eq. (7,8,9 e 10).

I (7)

Vh = EKh(dU N dh\]j

1 . ®
¥y— ;Ka[CGS{q:ﬁ'} — COs(@,)]

Va= Kyl1 +cos(nypy— Y] ©)
1 (10)
Via = Kis(Wijs — Via)”
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As equacdes atuam sobre os sitios ligados i, j, k e | com distancia de equilibrio
ds, &ngulo ¢, e angulos diedrais 4 e yig. A constante de forca K € geralmente fraca

para poder simular efeitos de mobilidade existentes em modelos atomisticos de
simulagé@o. O angulo potencial (eq. 8) é utilizada para rigidez da cadeia. O potencial
de ligacdo (eq. 7) é utilizado para ligagdes quimicas. O potencial de diedrais
improprios (eq. 10) e utilizado para prevenir distorcdes de sistemas planares e o
potencial para diedrais proprios (eq. 9) € utilizado para manter conformacdo da
estrutura secundaria. Além disso, e importante ressaltar que mudancas
conformacionais das estruturas secundarias das proteinas ndo estdo

adequadamente representadas por este modelo[10].

3.4 Analises

De posse das trajetorias das simulagbes foram realizadas analises
empregando programas do pacote de software GROMACS[33]. As analises
realizadas foram: Distancias de interagBes dos polipeptidios e mapas de contato de

residuos e energias Coulumb e Lennard-Jones.

3.5 Aminoacidos e Codigo FASTA

Os aminoécidos sdo as unidades basicas das proteinas. Um a-aminoacido €
constituido de um grupamento amina, uma carboxila, um &tomo de Hidrogénio e um
radical R diferenciado, ligados a um atomo de carbono, que é chamado de carbono

a por ser adjacente ao sistema carboxila, (figura 5).

Hidrogénio
H
0]
| 7
®_ cC—C Carboxila
~ | on
Radical NH2
Amina

Figura 5: Estrutura basica de aminoacidos, as variacdes dos Radicais (R) ddo origens a

varios aminoacidos encontrados no seres vivos que originam as proteinas.
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As variag6es das cadeias laterais geram 20 aminoacidos que possuem
importancia fundamental para seres vivos. Esses aminoacidos séo representados no
campo de forca MARTINI e s&@o os constituintes dos Antigenos B estudados.

As figuras (6-9) demonstram quais seriam estes 20 aminoacidos. Inicialmente
representamos 0s que possuem: cadeias (R) Alifaticas, nas figuras depois
mostramos também (R) de cadeias arométicas e os aminoacidos de cadeias laterais
com enxofre, cadeias (R) alifaticas hidroxiladas e de cadeias de laterais basicas e

contendo (R) de aminoacidos acidos e amidas derivadas nas (figuras 6,7,8 e 9).[34]

co0 €00
b &l T8 . | A 3
CO0 €00 _ coo HN_C_H H:N—C—H
HN-C—H HN-C-H HN-CH CH, H 1|“ CH;
H CH,6 CH s CH,
CH; CH; A
Glicina Alanina ik CH; CH; CH;
(GLI, G} (ALA, A) Vi.anif Leucina Isoleucina
[yl ¥ (LEU, 1) (ILE, 1)
Figura 6: Aminoéacidos de cadeia Alifatica.
COC ?Gﬂ . COo CO0
Hi-C—H  HN-_CH H;ii\'—ji—]-l cop- OB
CH; CHy “H; ! CH.
;JH A [|: CH H;N—C—H % F
e P e N =L | Ha
L | i NH CH, |
B e gy - SH 3
! ) bn
H § ) 2
N . Cisteina et 5
Fenilalanina  qjrqocing Triptofano (CIs, C) {:q;n;:f
(FEN, F) (TYR,Y)  (TRP, W) '

Figura 7: Aminoéacidos de cadeia Aromaticas e Alifaticas contendo Enxofre (S).
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Coo CO0 Co0o
T | ; ;
HN—C—H HN-CH H:N—C—H

0 CO0 | |
g i CH, CH, CH,

+ | +
H:N—C—H HaN—( I LIy
: | | 4 ‘FH! CH: L-—IH\H
CHOH —0— |
g A CH, CH, . \IEH
CH.‘,, 4 ; s,
Serina : ‘J‘HE NH ﬁ
SER, S o 'qu C=NH
(SER, S) (TRE, T) AR Ny
NH;
Lisina Arginina Histidina
(LIS, K) (ARG, R) (HIS, H)

Figura 8: Aminoéacidos de cadeia laterais alifaticas hidroxiladas e cadeias laterais
basicas.

Co0 COo coo Coo
Hh-t-H H-CH g eon mhoow
CH, CH, ¢ CH,
C CH, :
2 Co0 CH,
N 0 5 -
A Co0
Asparaging TN 0O Nspaiate Glutamato
(ASN,N)  Glutamina  (ASP,D) (GLU, E)

(GLN, Q)

Figura 9: Aminoacidos Acidos e cadeias laterais derivadas de amidas.

Os aminoacidos sédo geralmente representados por abreviacdes de trés letras
que normalmente séo as trés letras iniciais dos nomes dos amino&cidos, exceto para
o Triptofano (Trp), Asparagina (Asn) e Glutamina (GIn). Existe também a
representacdo pelo Codigo FASTA, esse codigo foi criado para simplificacdo e
padronizacdo da utilizacdo dos aminoacidos na montagem de proteinas de
tamanhos muito grandes[35]. A tabela 3, anteriormente demonstrada possui 0s
cadigos e siglas dos 20 amino&cidos constituintes dos polipeptidios.

A figura 10 apresenta os codigos primarios para os trés AgBs estudados:
AgB81, AgB82 e AgB83.[5]

Apresentamos as diferenciacdes de cores para N-Terminal e C-Terminal dos
polipeptidios.
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AgBE/1 : gﬂj
AgBB/3 : DD
E

AgB8/2 : FEAHMGC

BEE

Agb81 - 65 aminodcidos

DDGLTSTSRS VMK

Agb83 - 68 aminoacidos

DDDDDENVT KT KK G

AghbB82 - 70 aminodcidos

KDEPKAHMGOQVV KK

Figura 10: Cédigo FASTA usado para montagem dos polipeptidios, o colorido identifica

as partes N-iniciais e C-Iniciais dos polipeptidios para diferenciagdes posteriores.

A seguir demonstramos 0s aminoacidos componentes dos polipeptidios e o
namero de vezes que aparecem em cada um deles figura 11.
Agbi3 AgbB2 AgbBi

N°  Sigla Nome N°vezes N° Sigla MNome N°vezes N Sigla Nome N° vezes
1  ASP Acido Aspartico (D) 9 1 ASP Acido Aspartico (D) 7 1 ASP Acido Aspartico (D) 4
2 GLY Glicina (G) 2 2 GLY Glicina (G} 4 2 GLY Glicina (G) 5
3 LEU Leucina (L) 4 3 LEU Leucina (L) 9 3 LEU Leucina (L) "
4 THR Treonina (T) 2 4 THR Treonina (T) 1 4 THR Treonina (T) 2
5 SER Serina (S) 3 5 SER Serina (S) 1 5 SER Serina (S) 4
6 ARG Arginina (R) 3 6 ARG Arginina (R) 5 6 ARG Arginina (R) 6
T VAL Valina (/) 9 T VAL Valina (V) 6 T VAL Valina (/) 5
8 MET Metionina (M) 4 8 MET Metionina (M) 1 8 MET Metionina (M) 3
9 LYS Lisina (K) 13 9 LYS Lisina (k) 11 9 LYS Lisina (K) 6
10 PHE  Fenilalanina (F) 2 10 PHE  Fenilalanina (F) 2 10 PHE  Fenilalanina (F) 4
11 GLU Acido Glutamico (E) 6 11 GLU Acido Glutamico (E) 5 11 GLU Acido Glutamico (E) 7
12 TYR Tirosina () 1 12 TYR Tirosina () 1 12 TYR Tirosina (Y) 1
13 PRO Prolina (P) 1 13 PRO Praolina (P) 2 13 PRO Prolina (P) 1
14  GLN Glutamina (Q) 1 14 GLN Glutamina (Q) 4 14  GLN Glutamina (Q) 2
15 ALA Alanina (&) 4 15 ALA Alanina (A) 3 15 ALA Alanina (A) 2
16 HIS Histidina (H) 1 16 HIS Histidina (H) 1 16 HIS Histidina (H) 1
17 ILE Isoleucina (1) 2 17 ILE Isaleucina (1) 2 17 ILE Isoleucina (1) 1
18 TRP Triptofano (VW) 0 18 TRP Triptofano (W) 1 18 TRP Triptofano (VW) 0
19 ASN Asparagina (N) 0 19  ASM Asparagina (M) 3 19 ASN Asparagina (N) 0
20 CYS Cisteina (C) 1 20 CYs Cisteina (C) 1 20 CYS Cisteina (C) 0
total 68 total 70 total 65

Figura 11: Polipeptidios e seus aminoacidos componentes e o0 niumero de vezes que

eles aparecem em cada polipeptidio.



4. Protocolo de Simulacao

A fim de investigar as possiveis interacdes entre os polipeptidios acima
citados, efetuaram-se quatro simulagdes: Primeiras trés delas foram feitas com os
polipeptidios AgB81, AgB82 e AgB83 em caixas separadas contendo cada uma oito
polipeptidios e chamamos de sistema AgB81, sistema AgB82 e sistema AgB83 e
uma quarta simulagdo foi realizada misturando os trés AgBs para testar as
interagdes entre eles que foi chamada de sistema de Heteroligomeros, nesta
utilizou-se 4 polipeptidio de AgB81, AgB82 e AgB83 na mesma caixa totalizando 12
componentes para o sistema de Heteroligomeros.

As simulagbes e analises foram realizadas com o pacote de software
GROMACS, utilizando o campo de for¢ca Martini.

O passo de integracdo utilizado foi de 20 fs. Simuldvamos 500ns e as
trajetorias foram salvas a cada 0,1ns.

O algoritmo de Nose-hoover[36] foi utilizado para manter a temperatura de
310K e o de Parrinello-Rahman[37] para manter a pressao isotrépica de 1 bar.

A montagem das estruturas como ja falado acima foi feita com utilizacdo do
ROSSETA e do codigo FASTA[6]. Antes da solvatacdo dos polipeptidios utilizamos o
script desenvolvido por Marrink et al[10]. Ap6s montagem das estruturas e colocagéo
da agua de solvatacdo. Avaliamos a cargas do sistema e utilizamos Cl- para
contrabalancear as cargas do sistema.

A minimizagao de energia ocorreu via algoritmo Steepest Descent.

Para fazermos todos os preparos das amostras foram utilizadas ferramentas
do software GROMACS, tais como genbox e editconf. As tabelas abaixo (5) e (6)

mostram estruturas montadas para simulagéo.

Tabela 4: Tamanho dos residuos com CG e como ficam nas simula¢c8es atomisticas

Tabela das estruturas montadas para simulacio

Nomes Aminoacidos (8x) Résiduos CG (8x) Résiduos Atomisticas (8x)
AgB81 65 (520) 147 (1176) 682 (5456)

AgB82 70 (560) 160 (1280) 745 (5960)

AgB83 58 (464) 154 (1232) 696 (5568)
Heteroligomeros (4x) 65(260), 70(280),58(232) 1844 8492
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Tabela 5: Dimensdes das caixas e quantidades de estruturas componentes,

diferenciando o sistema de Heteroligomeros por ter 4 componentes de cada sistema de

polipeptidios.

Estruturas montadas para simulagao

nomes Polipéptidios Caixa dimensdes (X-Y-Z) Moleculas de Agua lons Cl-  Totais
AgB81 8 27,6162 179179 8 179195
AgB82 8 27,14746 171996 32 172042
AgB83 8 27,82032 185159 8 185175
Heteroligomes 12 - 4/4/4 (xy)28,53378/(2)56,8810 322340 24 322376

Terminadas as dinamicas, foram feitas as seguintes analises, com
base nas trajetérias das simulagdes: avaliagbes energéticas dos sistemas,
avaliagbes de aproximacdes dos residuos e mapas de contato no fim de 500000 ps
de simulacéo para os polipeptidios e 242300 ps para o sistema de Heteroligomeros.

Todas as simulagbes foram realizadas no laboratério de Quimica

Tedrica, localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.
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5. Resultados e Discussoes

5.1 Sistema AgB83

(A) (B)

Coulumb: Protein-Protein

Coulumb:Proteina-Agua

-1400

3 3
£ £
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w [im}
-3200 T T T T T U T T T T 1
[ 100000 200000 300000 400000 500000 0 100000 200000 300000 400000 500000
Tempo (ns) Tempo (ns)

(©) (D)

LJ-SR:Protein-Protein LJ-SR: Protein-Agua
g 3
£ g
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o =
© =4
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2
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Figura 12: O grafico (A) Energia de Couloumb do sistema AgB83 entre polipeptidios, o
gréfico (B) Energia de Couloumb do sistema AgB83 entre polipeptidios e aguas do sistema,
gréfico (C) Energia Lennard-Jones do sistemas AgB83 entre polipeptidios e o grafico (D)

Energia Lennard-Jones do Grupo AgB83 entre polipeptidios e dguas do sistemas.
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Tabela 6: Patamares energéticos dos graficos apresentados.

Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios (kJ/mol)

Ag83 Coulumbic -2.000 -2.400 -400
Lennard-Jones -14.100 -15.000 -900

Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios e agua (kJ/mol)
Ag83 Coulumbic -20.000 -19.500 500
Lennard-Jones -24.250 -23.000 1.250

Como podemos verificar pelos graficos 12 (A, B, C e D) de energia
apresentados para o sistema AgB83 os gréficos referentes a energias de Lennard-
Jones dos polipeptidios € &gua sofrem uma elevagdo tornando-se ao longo do
tempo menos negativos, pois as areas acessiveis para os solventes esta se
tornando menor devido a maior interagfes entre os polipeptidios do sistema, vemos
ainda que no caso da energia de Coulomb houve queda se tornando esta ao
contrario mais negativas o que evidéncia que houve aproximacfes entre o0s
polipeptidios dos sistema. Existem ainda evidéncias de encontro, demonstradas
pelos dois patamares energéticos bem definidos nos quadro graficos apresentados,
nos tempos em torno de 130ns e quase ao fim da trajetéria. A tabela 6 demonstra as

diferencgas energéticas dos graficos.

(A) (B)

7 Agb83_6_8 27 Agb83_1_7

Distancias (nm)
Distancias (nm)

T T T T 1 T T T T 1
0 100000 200000 300000 400000 500000 0 100000 200000 300000 400000 500000
Tempo (ps) Tempo (ps)

Figura 13: O grafico (A) mostra aproximacao de dois polipeptidios do sistema AgB83
sao eles AgB83_1 e AgB83_7 e grafico (B) mostra aproximacao dos polipeptidios AgB83_6 e
AgB83_8.
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Os tempos de encontro demonstrados nos graficos da figura 13 (A e B) sao
para os polipeptidios 1_7(139.400 ns) e 6_8(461.200 ns). Foram poucos encontros e
com tempos bastante elevados. O sistema praticamente ndo demonstrou uma
tendéncia de agregacdo como era de se esperar, pois na literatura estudada o
AgB83 tem menores quantidades de encontros, porem sdo eles mais robusto em

relacdo aos outros AgB estudados.[2]

MAPA DE CONTATO ENTRE RESIDUOS - Agh83

400

300

Residuo

200

100

100 200 300 400 500
Residuo
o Distancia (nm) 15

Figura 14: Mapa de contato, mostra locais aonde existe contato entre residuos
constituintes do polipeptidios do sistema AgB83. Os niimeros verdes mostram a seqiiéncia de

analises feita para determinar os contatos entre residuos do sistema AgB83.
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Tabela 7: Aminoacidos que interagem a partir do mapa de contato.

Sistema AgB83
1-7 Aminoécidos - 13 até 68- 409 até 469 (2) paralelo

6-8 Aminoacidos - 385 até 405- 499 até 522 (1) perpendicular

Observamos a formacgdo de dimeros nesse sistema como demonstrado na
tabela 7, é ainda verificamos que houve um pareamento de dois polipeptidios

praticamente completo no sistema estudado e ainda um encontro entre

C-terminal ¢ FEiCSIGENGGIS.

5.2 Sistema AgB82
(A) (B)

Agb82-Couloumb:Protein-Protein Agb82-Coulumb:Protein-Agua

-1500 4
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Figura 15: O grafico (A) Energia de Couloumb do sistema AgB82 entre polipeptidios, o
gréfico (B) Energia de Coulomb do sistema AgB82 entre as polipeptidios e 4guas do sistema,
gréfico (C) Energia Lennard-Jones do sistemas AgB82 entre polipeptidios e o grafico (D)

Energia Lennard-Jones do Grupo AgB83 entre polipeptidios e dguas do sistemas.

Tabela 8: Patamares energéticos do sistema AgB82 apresentados nos graficos da
figura 15 (A, B, C e D).

Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios (kJ/mol)

AgB82 Coulumbic -2.250 -3.400 -1150

Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios e agua (kJ/mol)
AgB82 Coulumbic -17.500 -15.500 2.000

A figura 15 (A, B, C e D) mostram os graficos de energias de Coulomb e as de
Lennard-Jones do sistema AgB82. Em comparacdo com os graficos do sistema
Agb83 vemos uma tendéncia de queda mais suave das curvas do grafico, refletindo
um maior niumero de agregacdes. E menor acessibilidade do solvente nesse grupo.

Observamos também uma diferenca energética maior que pode ser evidéncia
pela tabela 10, isso também demonstra que esse sistema teve maior numero de

agregacoes que o sistema anterior.

(A) (B)

Distancias (nm)
Distancias (nm)

T T T T ! T T T T J
0 100000 200000 300000 400000 500000 0 100000 200000 300000 400000 500000
Tempo (ps) Tempo (ps)

Figura 16: O gréfico (A) mostra a distancias entre AgB82_1 e AgB82_2, AgB82_5 e AgB82_6,
o gréafico (B) mostra a distancias entre o AgB82_2 e AgB82_5e AgB82 6
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© (D)

——Agb82_3_4 6 Agb82_4_8
——Agb82_3_7
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Distancias (nm)
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Figura 17: O grafico (C) mostra as distancias entre AgB82_3 e AgB82_4 e AgB82_7, 0
gréafico (D) mostra as distancias entre AgB82_4 e AgB82_8.

——Agh82_5 6

84

64
-
€
=
<
')
S 44
Q
s
«
<
]
a 249

04

T T T T T T T T T 1
0 100000 200000 300000 400000 500000
Tempo (ps)

Figura 18: O grafico (E) mostra as distancias entre AgB82_5 e AgB82_6.

A figura 16 (A e B), a figura 17 (C e D) e figura 18 mostram os gréficos de
disténcia entre os polipeptidios que compfem o sistema AgB82 e seus tempos de

encontro, esse encontros foram entre os seguintes polipeptidios nos seguintes
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tempos: 1_2 (30 ns), 1.5 (384 ns), 1_6 (391 ns), 2_5 (154 ns), 2_6 (156,2 ns), 3_4
(172,8 ns), 3_7 (59,8 ns), 4_8 (78,9 ns), 5_6 (25,3 ns). Verificamos um total de nove
encontros para este sistema. Anteriormente haviamos apenas 2 encontros para
sistema AgB83.

MAPA DE CONTATO ENTRE RESIDUOS - Agh82
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Figura 19: Mapa de contato, mostra locais aonde existe contato entre residuos
constituintes do polipeptidios do sistema AgB82. Os niimeros verdes mostram a seqiiéncia de

analises feita para determinar os contatos entre residuos do sistema AgB82.

Tabela 9: Mostra os residuos que aparecem proximos a partir da analise do mapa de

contato do sistema AgB82 e mostra a orientagdo no mapa de contato.

Sistema AgB82
1(1-37)-2 (71-110) (1) antiparalelo
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i

i

1(1-16)-5(333-350) (5) perpendicular

1(1-16)-6 (404 - 420) (6) perpendicular

2 (82 -139) - 5 (294 - 350) (3) antiparalelo

SIS

2 (81-134)-6 (371 - 420) (4) antiparalelo

O‘:|I\J

EEN O]

3(140-172) - 4 (211 - 244) (2) antiparalelo

3(152-209) -7 (434 - 491) (7) antiparalelo

\I|OJ

4 (240 - 279) - 8 (491 - 533) (9) paralelo

5 (280 - 349) - 6 (351 - 420) (8) paralelo

Observamos para este sistema a formagdo de dois tetrdmeros compostos

pelos polipeptidios 1 2 5 6 e 3 4 7 8. Eles se encontram trés vezes entre

N=Terminal com N=Terminal, duas vezes [iiicHmngl com SEISHMNEl c trés vezes
NeTerminal com [GHIGHMINEl ¢ tivemos 1 encontro completo pareando dois

polipeptidios neste grupo. Mostrando que tem grande capacidade de agregacéo e

podem se encontrar de variadas formas ao agregarem com maior tendéncia de
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encontro entre partes NETerminal com NETerminal, duas vezes [EEliciming com B8

5.3 Sistema AgB81

Energia (KJ/mol)
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Figura 20: O grafico (A) Energia de Couloumb do sistema AgB81 entre polipeptidios, o

gréfico (B) Energia de Couloumb do sistema AgB82 entre os polipeptidos e 4guas do sistema,

O gréfico (C) Energia Lennard-Jones do sistema AgB81 entre polipeptidios e o grafico (D)

Energia Lennard-Jones do Grupo AgB81 entre polipeptidios e 4guas do sistema.

Tabela 10: Patamares energéticos do sistema AgB81.

Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios (kJ/mol)

Energias Inicial Final diferéncias
AgB81 Coulumbic -1.000 -2.000 -1.000
Lennard-Jones -13.500 -17.500 -4.000
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Patamares energéticos dos sistemas Interacdo entre Polipeptidios e agua (kJ/mol)

Energias Inicial Final diferéncias
AgB81 Coulumbic -16.000 -14.000 2.000
Lennard-Jones -22.000 -17.000 5.000

Os gréaficos de energia apresentados na figuras 20 (A, B, C e D) possuem
também uma tendéncia de queda mais suaves em suas curvas, como anteriormente
para o sistema AgB82 isso evidéncia grande numero de agregacdes. Podemos
ainda verificar de acordo com a tabela 13 que as variagGes energéticas foram ainda

maiores que o do sistema AgB82, ou seja, este sistema apresentou um namero de

agregacdes maiores que o sistema anterior ao longo da simulagéo.
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Figura 21: O grafico (A) mostra distancias entre os polipeptidios do sistema AgB81 e o

polipeptidio AgB81_1, o grafico (B) mostram as distancias entre os polipeptidios do sistema

AgB81 e o polipeptidio AgB81_2.
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Figura 22: O gréfico (C) mostra distancias entre os polipeptidios do sistema AgB81 e
o polipeptidio AgB81_3, o grafico (D) mostra a distancias entre os polipeptidios do sistema
AgB81 e o polipeptidio AgB81_4.
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Figura 23: O grafico (E) mostra distancias entre os polipeptidios do sistema AgB81 e 0
polipeptidio AgB81_6, o gréafico (F) mostra a distancias entre os polipeptidios do sistema
AgB81 e o polipeptidio AgB81_7.

As figuras 21 (A e B), 22 (C e D) e 23 (E e F), mostram os graficos de
disténcia entre os polipeptidios que compdem o sistema AgB81 e seus tempos de
encontro, esses encontro foram entre os seguintes polipeptidios nos seguintes
tempos: 1_2 (156 ns), 1_4 (246 ns), 1 _6 (425 ns), 1 7 (249 ns), 1 8 (155 ns), 2_3
(330 ns), 2_4 (320,6 ns), 2_6 (225 ns), 2_8(98 ns), 3_5(335ns), 3 6 (231 ns), 4 7
(190 ns), 4_8 (199 ns), 6_8 (311 ns), 7_8 (94 ns).
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MAPA DE CONTATO ENTRE RESIDUOS - Agh81
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Figura 24: Mapa de contato mostra locais aonde existe contato entre residuos
constituintes dos polipeptidios do sistema AgB81. Os nUumeros mostram a seqiéncia de

analises feita para determinar os contatos entre residuos do sistema AgB8L1.

Tabela 11: Mostra os residuos que estdo préximos a partir da analise do mapa de

contato do sistema AgB81.
Sistema Agh81
1(2-46) -2 (96-130) (1) paralelo

1 (24-60) -4 (199-231) (3) paralelo

1 (1-16) - 6 (372-390) (9) perpendicular

N
(o]



1(43-63) - 7 (391- 412) (8) perpendicular

[~ [~ |

1 (5-58) - 8 (456-508) (12) paralelo

‘

2 (66-78) - 3 (181-195) (2) perpendicular

w N

2(112-128) - 4 (196 - 213) (4) perpendicular

EEN )

2 (66 - 105) -6 (346 -391) (7) paralelo

2(93-128)-8(456-499) (11) paralelo

3(131-154)-5(261 - 386) (5) antiparalelo

3(155-193) -6 (326 - 362) (6) paralelo

4 (210 - 258) - 7 (395 - 452) (13) paralelo

NEES




4 (196 - 235) - 8 (476 - 520) (10) paralelo

6 (379 - 388) - 8 (456 - 467) (14) perpendicular

7 (391 - 421) - 8 (485 - 420) (15) paralelo

L
B

Observamos para este sistema a formagdo de um octamero composto pelos

com [EEIGHRING. duas vezes [ENicmmng com I - duas vezes N=Terminal
com NETerminal e uma vez N=Teminal com [ lSlB. Vostrando que tem grande

capacidade de agregacdo e podem se encontrar de variadas formas ao agregarem

com maior tendéncia de encontro entre partes NETerminal com (GENCHINa.

ocorrendo 10 vezes neste sistema.



5.4 Sistema de Heteroligomeros
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Figura 25: O gréafico (A) mostra energias de Coulumbic associada a cada um dos

sistemas dos sistema e o gréafico (B) mostra as energias de Coulumbic do sistema com a agua.
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Figura 26: O Grafico (C), Mostra as Energias de Leonard Jones de cada sistema do

sistema e o gréafico (D) mostra a Energiade Lennard-Jones dos sistema com agua.
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Tabela 12: Patamares energéticos do sistema de Heteroligomeros de todos os sistemas

presentes.
Patamares energéticos para os polipeptidios do sistema de Heteroligomes
Energias Inicial Final diferéncias

| AgB81 Coulumb -500 -580 -80
Lennard-Jones -6.700 -6.900 -200

| AgB82 Coulumb -11.000 -14.000 -300
Lennard-Jones -7.000 -7.600 -600

| Ag83 Coulumb -1.100 -1.250 -150
Lennard-Jones -7.000 -7.400 -400

Patamares energéticos para interacdo dos polipeptidios com Agua do sistema de
Heteroligomeros

Energias Inicial Final diferéncias
| AgB81 Coulumb -8.100 -8.000 100
Lennard-Jones -11.000 -10.600 400
| AgB82 Coulumb -8.700 -8.000 700
Lennard-Jones -12.800 -11.200 1.600
| Ags3 Coulumb -9.800 -9.300 500
Lennard-Jones -12.000 -11.200 800

Os dados que serdo apresentados a partir de agora sao correspondentes as
analises feitas em cima da simulagdo chamada de sistema de Heteroligomeros a
qual possui polipeptidios dos trés sistemas apresentados. Nas Figuras 25 (A e B) e
26 (C e D) mostramos os gréficos de energia do sistema de Heteroligomeros e
tabela 19 seus patamares energéticos observados nos graficos 25 e 26. Aqui
realizamos um estudo de energia por grupos e Vverificamos dois patamares
energéticos a para os polipeptidios dos sistemas AgB82 e AgB83 e um patamar
mais significativo para o sistema AgB81. Os graficos seguem mesma tendéncia dos
graficos ja apresentados durante o trabalho. Uma diferenca apresentada na tabela
19 foi a variag@o energética para o representantes do sistema AgB83 no sistema

Heteroligomero, pois ndo esperavamos verificar maiores encontros por parte desse
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grupo em relagdo aos representantes do sistema AgB81, que dessa vez néo teve
muitos encontro durante a simulagdo. O AgB83 teve um encontro entre grupos e um
encontro entre polipeptidios do mesmo sistema, mas esse encontro que ocorre na
casa de 130ns segue a tendéncia do sistema simulado isolado, demorou maior

tempo para ocorrer.
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Figura 27: O grafico (A) mostra a aproximacdo entre os polipeptidios AgB83 2 e
AgB83_4 pertencentes ao mesmo sistema, o grafico (B) mostra a aproximacdo dos

polipeptidios AgB82_2 e AgB83_1 sendo esses de sistemas diferentes.
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Figura 28: O grafico (C) mostra a aproximacdo entre os polipeptidios AgB82_1 e
AgB83_1 pertencentes aos sistemas AgB82 e AgB83, o gréafico (D) mostra a aproximacao dos

polipeptidios AgB82_1 e AgB82_2 sendo esses do mesmo sistema AgB82.
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Figura 29: O grafico (E) mostra a aproximacao entre polipeptidios AgB81_2 e AgB81_3

pertercentes ao mesmo sistema AgB8L1.

Os gréficos de distancias entrem os polipeptidios que se aproximaram no
sistema de Heteroligomeros figuras 27 (A e B), 28 (C e D) e 29, foram feitos nos
tempos finais da simulagéo por conta de um problema de hardware que nos causou
perda de dados e paralisagdo na simulagéo, eles mostram as distancias de encontro
na casa de 0,4 nm. Os representantes por sistema que se encontraram foram:
AgB81 2 e AgB81_3(43 ns), AgB82_1 e AgB82_2(90 ns), AgB82_1 e AgB83_1(70
ns), AgB82_2 e AgB83_1(70 ns), AgB83_2 e AgB83_4(120,7 ns). A tabela 13 mostra

de forma mais organizada estes encontros.

Tabela 13: Encontro para o sistema Heteroligomeros e tempos de encontros.

Tempo de encontros dos polipetidios do sistema Heteroligomeros (ps)
AgB81 2 AgB81 3 AgB82_1 AgB82_2 AgB83 1 AgB83 2 AgB83_ 4

AgB81 2 X 170.000 X X X X X
AgB81 3 170.000 X X X X X X
AgB82_1 X X X 90.000 70.000 X X
AgB82_2 X X 90.000 X 70.000 X X
AgB83 1 X X 70.000 70.000 X X X
AgB83 2 X X X X X X 120.700
AgB83 4 X X X X X 120.700 X
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Figura 30: Mapa de contato entre residuos do sistema de Heteroligomeros.

Tabela 14: Residuos mais préximos de acordo com o mapa de contato.

Sistema Heteroligomeros

Agb81 2 - Agb81 3 (1) antiparalelo

Agb81 2

Agb8l 3

Agb82 1 - Agh82 2 (2) paralelo

Agbs2_1

Agb82_2
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Agb82 1 - Agb83_1 (3) paralelo

Agb82_1
Agb83_1

Agb82 2 - Agh83_1 (4) paralelo

Agb82_2

Agb83_1

Agb83_2 - Agh83_4 (5) paralelo

Agb83 2

Agb83_4

A tabela 14 demonstra que houve cinco encontros para a simulagdo do grupo
de Heteroligomeros.

Havia uma expectativa ainda maior de encontros, pelo maior quantidades de
polipeptidios presentes, mas ocorreram relativamente pouco em comparagdo com
os sistemas AgB81 e AgB82 mesmo assim o menor tempo de simulagdo desse
sistema foi suficiente para demonstrar que os polipeptidios tem alta capacidade de
agregacao entre seus representantes.

Observamos a formacgao de dois dimeros e um trimero, sendo este composto
por polipeptidios do sistema AgB82 e AgB83, evidenciando o encontro entre
sistemas e um do dimeros formado foi por representantes do grupo AgB83 séo eles
0 Agh83_2 com AgB834, por esse motivo as diferencas energéticas elevadas em
relagdes ao grupo AgB81.

Verificamos ainda entre os dimeros do representantes do sistemas AgB81 um

encontro NETerminal com [BEIEIMINGl e entre os representantes do sistema AgB83
NETerminal com NETerminal. Mantendo-se a tendéncia do sistema AgB81 simulado.



6. Conclusodes

Podemos afirmar que os AgBs possuem alta capacidade de interagdes
e que eles também possuem alta capacidade de agregacfes tendo em vista
os estudos feitos.

Sobre os tempos de simulagdo acreditamos que foram adequados para
avaliar as associagdes, pois para o campo de forca MARTINI e a metodologia
“Coarse-Graining” ndo € um grande problema usarmos tempos longo de
simulagé@o como j& foi explicado.

O tempo de 500ns utilizado na simulagdo para o0s sistemas
individualmente e os 242300ns em relagdo ao sistema de Heteroligomeros
seria impossivel de ser realizado em simulacdes atomisticas, simulamos
menos os sistema Heteroligomeros devido a uma falha que deixou o grupo de
quimica tedrico por 3 semanas sem possibilidade de acessar os dados e
simular, essa falha de hardware prejudicou o tempo de simulagdo, mas néo
os resultados do trabalho. Ainda assim conseguimos observar com clareza a
alta capacidade de agregacdo apresentada pelas subunidades do Antigeno B
simuladas.

O sistema AgB81 possui 65 residuos e apresentou o maior nimero de
associagdes em tempos relativamente pequenos ao longo da simulagéo, esse
sistema ndo possui a presenca dos seguintes residuos: Cistina, Asparagina e
o Triptofano. O sistema AgB82 possui 70 residuos e o maior entre os trés
simulados e possui os trés residuos citados que aparecem no sistema AgB81
e teve um comportamento parecido com o ele em relagdo a quantidade de
agregacbes, mas ndo em relacdo a maneira como se encontraram 0S
polipeptidios como foi demonstrado para o sistema AgB81 tivemos uma
grande quantidades de encontros NETerminal com EHlCHmNE. O AgB83
possui 68 residuos e possui em sua composicao o residuo cisteina, mas ndo
possui Triptofano e Asparagina no entanto ndo apresentou resultados
parecidos em relacdo ao niumero de agregacdo apresentados pelos outros
componentes dos grupos durantes a simulagdo, concluimos estudando as

distribuicbes dos residuos que ndo temos uma relagdo coerente entre 0s
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residuos componentes dos sistemas e nimero de residuos constituintes no
caso da simulagdo apresentada. Os trés sistemas possuem alguns residuos
em grande quantidades a Lisina, o &cido glutamico e o Leucina para o caso
do AgB81.
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