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RESUMO

As fungdes que as proteinas desempenham sido de extrema importancia para os seres
vivos. Essas fungdes estdo ligadas diretamente a sua termoestabilidade, podendo sofrer
variagbes de temperatura. Sendo a termoestabilidade o foco deste trabalho, mais
especificamente abordando as diferentes temperaturas de transicdo entre o
enovelamento/desnovelamento das proteinas homologas. Serdo utilizadas como objeto de
estudo e ponto de partida para essas e outras questdes, proteinas Cold Shock homologas
das bactérias psicrofilica, Listeria monocytogenes (Cs-pLa), mesofilica, Bacillus
caldolyticus (Bs-CspB), termofilica, Bacillus subtilis (Bc-Csp) e hipertermofilica, Thermotoga
maritima (Tm-Csp), frente as variagdes de temperatura e de suas interagdes, levando em
conta os aspectos estruturais dessas proteinas bem com a sua identidade e similaridade.
Pode-se salientar que existem varios métodos de determinacdo das estruturas das
proteinas tanto em in vitro quanto in silicio. Neste trabalho propde-se um método in silicio,
no qual aborda a simulagdo da estrutura da proteina e da otimizagcédo, considerando,
simultaneamente, os aspectos energéticos e estruturais das proteinas. Para as simulagbes
Dindmica Molecular utilizou-se o software GROMACS. Para melhor compreender essas
diferencas termodindmicas e a termoestabilidade que ocorre devido as variagdes das
cadeias nas proteinas Cold Shock realizamos simulagées computacionais levando apenas
em consideragao o carbono alfa (Ca) que diminui consideravelmente o tempo de simulagao.
Os resultados teoricos encontrados corroboraram com os dados experimentais que
mostram que a proteina Cold Shock bactéria Hipertermofilica Thermotoga maritima
apresenta o maior valor de temperatura de enovelamento e a maior diferenca de RMSD
entre todas as quatro proteinas Cold Shock estudas. Devido a constatacdo de que as
proteinas Cold Shock apresentarem termoestabilidade favoravel as alteracdes de residuos
podem ser realizadas no intuito de serem utilizadas em processos que necessitem alteracéo

na temperatura.

Palavras-chave: Cold Shock. Proteinas homologas. Termoestabilidade. Dinamica

Molecular. Modelo baseado em estrutura. Superficie de energia.



ABSTRACT

The functions that proteins perform are extremely important to living things, this function is
directly linked to its thermostability, and may undergo temperature variations. As
thermostability is the focus of this work, specifically addressing the different transition
temperatures between the unfolding / unfolding of the homologous proteins, using as study
object and starting point for these and other questions, Cold Shock homologous proteins of
the psychophilic bacteria, Listeria monocytogenes (Cs-pLa), mesophilic, Bacillus
caldolyticus (Bs-CspB), thermophilic, Bacillus subtilis (Bc-Csp) and hyperthermophilic,
Thermotoga maritime (Tm-Csp), considering the variations in temperature and their
interactions, taking into account the aspects of these proteins as well as their identity and
similarity. It may be noted that there are several methods of determining protein structures
in both in vitro and in silicon. In this work, we propose an in silico method, which discusses
the simulation of protein structure and optimization, considering simultaneously the
energetic and structural aspects of proteins. For the Molecular Dynamics simulations the
GROMACS software was used. To better understand these thermodynamic differences and
the thermostability that occurs due to the variations of the chains in Cold Shock proteins
proteins. We performed computational simulations taking into account only the alpha carbon
(Ca) that considerably reduces the simulation time. The theoretical results found
corroborated with experimental data showing that the Cold Shock protein Hyperthermophilic
Thermotoga marine bacteria present the highest value of folding temperature and the largest
difference of RMSD among all four Cold Shock proteins currently studied. Due to the finding
that the Cold Shock proteins presented favorable thermostability to the residue changes that

can be carried out in order to be used in processes that require a change in temperature.

Keywords: Cold Shock. Homologous proteins. Thermostability. Molecular dynamics.

Structure-based model. Energy Landscape.
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1. Objetivo.

Proteinas sdo polimeros formados por sequéncias de 20 diferentes residuos (19 de
aminoacidos e um de iminoacido) que, ao interagir fisico-quimicamente, formam uma
estrutura tridimensional (3D) unica (LESK; STERNBERG, 2008). O melhoramento de novas
técnicas computacionais relacionadas as sequéncias de DNA, proporcionaram uma melhor
compreensao das sequéncias proteicas, também conhecidas como estruturas primarias de
proteinas. Estas sequéncias, traduzidas do DNA, podem ser obtidas do GenBank
(BENSON et al., 2012). As estruturas 3D de proteinas, por sua vez, podem ser obtidas do
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000).

Atualmente, ha cerca de 16 milhdes de sequéncias de proteinas unicas, que nao se
repetem. Entretanto, no PDB, encontramos aproximadamente 140 mil estruturas 3D de
proteinas. Ao eliminarmos a redundancia, filtrando estruturas muito similares, obtemos
aproximadamente 1.393 formas de dobramento espaciais diferentes (PDB Statistics,
acessado em 26 de agosto de 2018).

As proteinas sdo grandes moléculas, formadas por centenas de ligagbes simples
formando assim o seu esqueleto covalente. Como é possivel a livre rotacdo entre varias
dessas ligagdes, a proteina consegue, em principio, assumir um numero de conformagdes
praticamente incontaveis. Entretanto, cada proteina tem uma fungédo biolégica e uma
estrutura especifica, sugerindo que cada uma delas tenha uma estrutura tridimensional
unica (NELSON; COX, 2014).

As proteinas estdo em todos o0s processos que ocorrem em uma ceélula, exibindo
assim uma grande diversidade de fungdes vitais ao organismo. A estrutura das proteinas é
determinada por sua sequéncia de aminoacidos, variando apenas um aminoacido da cadeia
principal, pode-se ter a total mudanca de fung¢ao da proteina.

A funcao da proteina depende exclusivamente de sua estrutura. Apresentam como
principal for¢ca de estabilizagdo as ligagdes peptidicas, que sao ligagdes quimicas que se
estabelecem entre um grupo carboxila de um aminoacido e um grupo amina de outro
aminoacido subsequente, com a liberagcdo de uma molécula de agua, ou seja, formadas a
partir da desidratacdo ou também quebradas por hidrélise. Reacdo de sintese por
desidratacdo que ocorre nas moléculas de aminoacidos, apesar de possuirem diversas
variagbes apresentam um padrao de estruturas comuns, que ajudam a organizar o

entendimento sobre a arquitetura das proteinas.
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Apresentam estruturas proteicas que nao sao estaticas. Todas as proteinas passam
por mudangas na conformacao variando desde sutis até bastante significativas. Partes de
muitas proteinas possuem estruturas nao discerniveis. A auséncia ou falta dessas para
algumas proteinas é determinante para sua fungao bioldgica.

As proteinas homologas desempenham a mesma fungao em tecidos ou em espécies
diferentes. Estas proteinas apresentam ligeiras diferencas estruturais na sua cadeia de
aminoacidos, esses segmentos com sequéncia diferentes de aminoacidos em proteinas
homologas sdo chamados "segmentos variaveis", e geralmente nao participam diretamente
da atividade da proteina. Os segmentos idénticos das proteinas homdlogas sdo chamados
"segmentos fixos", e sdo fundamentais para o funcionamento bioquimico da proteina.

No contexto da estrutura de proteinas, o termo estabilidade pode ser definido como
a tendéncia em manter a conformagao nativa. Proteinas nativas s&o apenas marginalmente
estaveis: 0 AG que separa os estados dobrados e ndo dobrados em proteinas comuns, sob
condigOes fisioldgicas, esta na faixa de apenas 20 a 65 kJ/mol.

Uma dada cadeia polipeptidica pode, teoricamente, assumir inumeras conformacoes
e, como resultado, o estado ndo dobrado de uma proteina € caracterizado por um alto grau
de entropia conformacional. Essa entropia, junto com as interagbes de ligagdes de
hidrogénio dos diversos grupos da cadeia polipeptidica com o solvente (agua), tende a
manter o estado ndo dobrado. As interagcdes quimicas que contrabalancam esses efeitos e
estabilizam a conformacgao nativa incluem ligagdes dissulfeto (covalentes) e interagdes
fracas (ndo covalentes).

As proteinas sao os instrumentos moleculares por onde as informagdes da genética
sdo expressas. As proteinas de cada organismo, da mais simples das bactérias aos seres
humanos, sdo construidas a partir do mesmo conjunto onipresente de 20 aminoacidos
(NELSON; COX, 2014).

Pode-se sugerir a montagem aleatoria de uma proteina através de uma determinada
sequéncia de aminoacidos, mais ndo necessariamente, seja uma proteina. O resultado
dessa sequéncia de aminoacidos € denominado como um heteropolimero aleatério. O
heteropolimero aleatorio é incapaz de satisfazer a maioria das suas interagcdes energéticas
simultaneamente e esta incapacidade recebe o nome de frustracdo. Desta forma, o
heteropolimero é classificado como sendo frustrado, ndo possuindo uma estrutura

tridimensional estavel e ndo realizando qualquer fungéo bioldgica.
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Os aminoacidos diferem umas das outras em suas cadeias laterais ou grupos R, que
variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, e que influenciam a solubilidade dos
aminoacidos em agua. (NELSON; COX, 2014).

A composicdo de aminoacidos das proteinas também €& muito variavel. Os 20
aminoacidos comuns quase nunca ocorrem em quantidades iguais em uma proteina.
Alguns aminoacidos podem ocorrer apenas uma vez ou estar ausentes em determinado
tipo de proteina; outros podem ocorrer em grande numero. (NELSON; COX, 2014).

Para todas as proteinas de todos os organismos, as interagbes covalentes sao
especialmente importantes para o enovelamento das cadeias polipeptidicas em suas
estruturas secundarias e terciarias. A associacao de multiplos polipeptideos para formar
estruturas quaternarias também tem como base estas interagdes fracas. (NELSON; COX,
2014).

Uma proteina pode assumir diversas configuragdes tridimensionais, porém esta
apenas desempenha suas fungbées quando esta arranjada em um estado conformacional
denominado nativo. Esse estado € estabilizado predominantemente pelas interacées
fracas, como as ligagdes de hidrogénio, as interagdes hidrofdbicas, ibnicas, eletrostaticas,
dentre outras. Porém, alguns tipos dessas interagdes também podem assumir um carater
desestabilizador dependendo da situacao tratada (CONTESSOTO et al., 2017; NELSON;
COX, 2014).

Esse processo de auto-organizagdo que descreve as interagbes entre os
constituintes das proteinas e com o meio onde ela esta solvatada, esse processo ocorre
por um caminho preferencial chamado de funil de enovelamento, termodinamicamente esse
funil e caracterizado por uma energia livre de Gibbs em fun¢cdo de uma coordenada de
reacdo. Com auxilio de simulagcdes computacionais € possivel determinarmos os perfis de
energia livre e os coeficientes de difusdo do processo para diferentes temperaturas,
encontrando assim a temperatura de enovelamento.

Este trabalho tem como objetivo compreender o estudo das proteinas por meio de
simulacdes computacionais, bem como identificar termoestabilidade das proteinas Cold
Shock homologas (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003; SILVA, 2005; PERL et al., 1998;
PHADTARE; ALSINA; INOUYE, 1999; ULUSU; TEZCAN, 2001).

Compreender os mecanismos que proporcionam a termoestabilidade em proteinas
homologas pode ser de grande valia para diversas aplicagdes. A partir disso, seria possivel

a realizacdo de modificagdes em proteinas com a finalidade de adapta-las para
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desempenhar suas fungbes em condi¢gdes desejadas que originalmente ndo seriam
possiveis ou ndo muito eficientes. Nesse contexto, pode se encaixar, por exemplo, o
desenvolvimento de enzimas aperfeicoadas para o branqueamento de papel e a producao
do bioetanol para tornar mais viavel e eficiente seu uso (CONTESSOTO, 2016;
STERPONE; MELCHIONNA, 2012).

2. Revisao Bibliografica

Este capitulo busca apresentar uma base teorica referente aos principais conceitos
que vao nortear o trabalho. Abordando o conceito de proteinas, o problema das variagdes
de temperaturas das proteinas Cold Shock, problema da variacdo dos residuos de
aminoacidos. A utilizacdo dos principais métodos computacionais de simulagdo de
proteinas, seguidos de conceitos relacionados a simulagédo termodinamica e analise dos

resultados obtidos dessas simulagdes.

2.1. Proteinas e sua Composic¢ao

Proteinas sdo cadeias formadas por polipeptideos, que sdo polimeros lineares
constituidos de residuos de aminoacidos. Esses polimeros, ou biopolimeros, sé&o
macromoléculas caracterizadas pela repeticdo de unidades menores em sua formacéo,
chamadas de monémeros. A Figura 1 mostra a Mioglobina, a primeira proteina a ter a sua
estrutura resolvida utilizando-se a técnica de difracdo de raios X (KENDREW et al., 1958).
Em geral, € muito comum que os termos proteinas e polipeptideos sejam usados
indistintamente, assim como aminoacidos e residuos de aminoacidos. Contudo, moléculas
referidas como polipeptideos possuem uma massa molecular abaixo de 10.000 u, enquanto

que as proteinas possuem massas moleculares maiores. (CAMARGO, 2007).
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Figura 1 — Estrutura quaternaria da mioglobina, primeira proteina a ter sua estrutura

determinada por raio-X.

(Fonte: RCSB Protein Data Bank (2018))

2.1.1. Aminoacidos

Aminoacidos sao moléculas organicas que contém um grupo amina, um grupo
carboxila e uma cadeia lateral R (especifica para cada aminoacido) ligadas a um mesmo
carbono, denominado carbono-alfa, ou carbono-a, ou Cq, a figura 2 apresenta uma estrutura
tipica de um aminoacido.

Figura 2 — Estrutura tipica de um aminoacido, formado por um grupo amina, um grupo

carboxila e um radical.

GRUPO CARBOXILA

GRUPO AMINA

CADEIA LATERAL

(Fonte: ALMEIDA, (2016))
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A composicédo geral dos aminoacidos é feita de carbono, oxigénio, hidrogénio e
nitrogénio. Os aminoacidos se ligam através de ligagdes covalentes chamadas de ligagdes
peptidicas, liberando uma molécula de agua durante esta reagcdo, chamada de reacgao de
condensacao, que € uma classe comum de reagcdes em células vivas.

Por esta razao, é utilizado o termo residuos de aminoacidos para fazer referéncia
aos aminoacidos que perderam esta molécula de agua. N&ao obstante, frequentemente os
termos aminoacidos e residuos de aminoacidos s&o usados indistintamente. Em geral, os
aminoacidos que formam proteinas sdao denominados de alfa-aminoacidos (ou a-

aminoacidos) e possuem a seguinte férmula geral:

Figura 3 — Estrutura de um alfa-aminoacidos na forma de ion dipolar.

COO~

.
HSNcl“:H
R

(Fonte: BAYNES, (2015)).

O primeiro aminoacido descoberto foi a Asparagina em 1806 e, somente depois em
1938, foi descoberto o ultimo, a Treonina. Os aminoacidos diferem uns dos outros pela sua
cadeia lateral R, que pode variar em estrutura, tamanho e carga elétrica.

A Tabela 1 lista os 20 aminoacidos naturais conhecidos com o0s seus respectivos
codigos de identificagdo. O codigo de uma letra foi idealizado por Margaret Oakley Dayhoff
(1925 — 1983). Ja na Tabela 2 apresenta a nomenclatura dos aminoacidos de acordo com

a IUPAC e a estrutura quimica linear de cada um deles.



Tabela 1 — Lista com a massa molecular dos 20 aminoacidos e codigo de 1 letra ou de

3 letras.

Ala
Cys ou Cis
Asp
Glu
Phe ou Fe
Gly, Gli
His
lle
Lys ou Lis
Leu
Met
Asn
Pro
Gin
Arg
Ser
Thr ou The
Vai
Trpou Tri
Tyr ou Tir

(Fonte: (ALMEIDA, 2016))

X<S<AHA0WIVODUVUZErX—IOmUNMmMOO>»

89.0935
121.1590
133.1032
117.1299
165.1900

75.0669
155.1552
131.1736
116.1882
131.1736
149.2124
132.1181
115.1310
146.1451
171.2017
105.0930
119.1197
117.1169
204.2262
181.1891

20
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Tabela 2 — Nomenclatura de acordo com a IUPAC e formula estrutural linear dos 20 aminoacidos

naturais presentes nos seres vivos.

2-aminopropidnico ou 2-amino-propandico CH3-CH(NH2)-COOH /C3H7NO2

2-bis-(2-amino-propidnico)-3-dissulfeto ou

3-tiol-2-amino-propandico HS-CH2-CH(NH2)-COOH /C3H7NO2S

2-aminossuccinico ou 2-amino-butanodidico HOOC-CH2-CH(NH2)-COOH / C4H7NO4

2-aminoglutarico HOOC-(CH2)2-CH(NH2)-COOH / C5H9NO4

2-amino-3-fenil-propidnico ou

. . " Ph-CH2-CH(NH2)-COOH /C9H11NO2
2-amino-3-fenil-propandico

2-aminoacético NH2-CH2-COCH / C2H5NO2

2-amino-3-imidazolpropiénico CH(NH2)-COOH / C6HIN302

2-amino-3-metil-n-valérico ou CH3-CH2-CH(CH3)-

CH(NH2)-COOH / C6H13NO2

2-amino-3-metil-pentandico

2, 6-diaminoexandico H2N-(CH2)4-CH(NH2)-COOH / C6H14N202
2-amino-4-metil-pentandico (CH3)2-CH-CH2-CH(NH2)-COOH / C6H13NO2
2-amino-3-metiltio-n-butirico CH3-S-(CH2)2-CH(NH2)-COOH / C5H11NO2S

2-aminossuccionamico H2N-CO-CH2-CH(NH2)-COOH / C4H8N203
pirrolidino-2-carboxilico NH-(CH2)3-CH-COOH /C5HINO2

. A H2N-CO-(CH2)2-CH(NH2)-COOH /
2-aminoglutaramico C5H10N203
HN=C(NH2)-NH-(CH2)3-
2-amino-4-guanidina-n-valérico

CH(NH2)-COOH /C6H14N402

2-amino-3-hidroxi-propanéico HO-CH2-CH(NH2)-COOH / C3H7NO3

CH3-CH(OH)-CH(NH2)-

2-amino-3-hidroxi-n-butirico COOH / C4HINO3

(CH3)2-CH-CH(NH2)-COOH

2-amino-3-metil-butandico / C5H11NO2

(Fonte: (ALMEIDA, 2016)).
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2.1.1.1. Classificagao dos Aminoacidos.

Os aminoacidos estao classificados em cinco grupos, em funcao da estrutura de
seus grupos residuais (grupos R) de acordo com a polaridade de carga (GONZALEZ,
SILVA, 2017).

(a) Aminoacidos Apolares (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Pro): seus grupos R sao alifaticos
e hidrofébicos; a glicina € o aminoacido mais simples e a prolina € um iminoacido (grupo
amina secundario), pois o carbono a esta unido com o extremo do grupo R, ciclizando a
molécula e deixando-a mais rigida (GONZALEZ; SILVA, 2017).

(b) Aminoacidos polares sem carga (Ser, Cys, Met, Asn, Gin): sao hidrofilicos e sua
polaridade pode ser dada pelos grupos hidroxila, amida ou sulfidrila (tiol), que formam
pontes de H com a agua; asparagina e glutamina sédo amidas dos acidos aspartico e
glutdmico, respectivamente; a cisteina pode sofrer oxidagao em seu grupo sulfidrila (SH) e
formar um composto dimérico (Cys-Cys ou cistina) por unido de duas cisteinas mediante
uma ponte dissulfeto (S-S); essas pontes s&o comuns nas proteinas e contribuem para
estabilizar a molécula. (GONZALEZ; SILVA, 2017).

(c) Aminoacidos carregados negativamente ou aminoacidos acidos (Asp, Glu): a carga
esta determinada pelos grupos carboxila ionizados. (GONZALEZ; SILVA, 2017).

(d) Aminoacidos carregados positivamente ou aminoacidos basicos (Lys, Arg, His): a
carga positiva esta determinada pelos grupos amina (Lys), guanidino (Arg) ou imidazol
(His). (GONZALEZ; SILVA, 2017).

Todos os aminoacidos livres podem servir como tampdes, assim como 0s aminoacidos
que apresentam carga quando ligados as cadeias peptidicas. O carbono a de cada
aminoacido (com excegao da glicina) esta ligado a quatro diferentes grupos quimicos e €,
portanto, um atomo de carbono quiral ou opticamente ativo. Apenas a forma L dos
aminoacidos € encontrada nas proteinas sintetizadas pelo corpo humano (HARVEY;
FERRIER, 2015).

A figura 4 ilustra as estruturas quimicas dos 20 aminoacidos, em suas férmulas
estruturais, ou seja, a disposigao dos atomos que compdem os elementos quimicos, bem

como a ligagao entre eles.
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Figura 4 — Os 20 tipos de aminoacidos presente nos seres vivos classificados

de acordo com o grupo R.

A.  Amino Acids with Electricaly Charged Side Chains
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(Arg)0 (His) m (LYS)G (Asp) Q (Glu) e
&O PKa 203 A/O pKa 1.70 6l()pxaus A/O pKa 195 &O pKa2.16
O (@] (@) (@] O
NH, NH, NH, NH, NH,
pKa 9.00 pKa9.09 pKa .16 pKa 9.66 pKa 9.58
— O
pKa 3zt
Z o © o
N\ _NH
HzN NH \/ﬁaem @ (@)
pKa 415
< ® NH,
O] NH2 pKa 1067
pKa 1210
B.  Amino Acids with Polar Uncharged Side Chains C. Special Cases
Serine Threonine Asparagine Glutamine Cysteine Selenocysteine  Glycine Proline
(Ser) e (Thr) o (Asn) m (GIn) @ (Cys) G (Sec) 0 (Gly) @ (Pro) 0
6,p«azls pouno pouzw ,9(;0”‘ ‘,191 pKa 19 A/ """”‘A/ p’m%
O pK.\ 1047
nKa 9 05 pm 896 Ka a7o PKa 9.00 NHz
H pKaIOZB pKa |o pKa 9.58
pKag 14
NH,
D.  Amino Acids with Hydrophobic Side Chain
Alanine Isoleucine Leucine Methionine Phenylalanine Tryptophan Tyrosine Valine
(Ala)e (he) 0 (Leu) e (Met) @ (Phe) e (Trp) @ (Tyn) 0 (val) 0
sz pKa)lB DKA)M & pKa227
pKa e pKaI 32
pKa 233
M‘|2 ,,:,l;'gq 9"0904 pxnsz
pKa 9.08
pKa 960 pKa 9. SB
pKa 9 7|
OH
pKa 10.10

(FONTE: CORNELL et al., 1995)
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2.1.2. Ligagbes Peptidicas

A ligagao peptidica € um tipo de ligagdo covalente entre o grupo amina de um
aminoacido com o grupo carboxila do outro. Quando esta ligagdo acontece, ocorre a
liberagdo de uma molécula de agua figura 5. Devido a essa perda, estes aminoacidos
passam a ser chamados de residuos de aminoacidos. A medida que muitos aminoacidos
se unem, sao formadas longas cadeias denominadas polipeptideos e estes, por sua vez,
formam as proteinas. Sabe-se que a composig¢ao das proteinas € constituida por milhares
de polipeptidicos. (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008).

Figura 5 — Ligacao peptidica entre dois aminoacidos resultando na liberagédo de uma

molécula de agua.

il il
H3N—CH—(|]3—OH + H—N—CH—CO0O0

o

goOHE
H3N—CH—(”3—N—CH—COO

O

(Fonte: NELSON;LEHNINGER; COX, (2008))

No final da década de 30, Linus Pauling e Robert Corey iniciaram estudos
cristalograficos por difragdo de raios X da estrutura de aminoacidos e proteinas, cuja meta
era a obtencdo das distdncias e angulos padrées das ligacbes entre os atomos, e a
utilizacao desta informacéo na predicdo de conformacgdes proteicas.

Em 1953, Miller conseguiu formar aminoacidos em laboratério (MILLER, 1953),
substancias formadoras de proteinas. Descobriu-se que a fungado de uma proteina depende
da sequéncia de aminoacidos formados, pois uma mudanc¢a na estrutura de uma proteina
pode levar a uma alteragao da funcdo. A natureza hierarquica da arquitetura de proteinas

pode ser descrita em niveis de estruturas.
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As ligacdes peptidicas C—N apresentam um carater de ligagao dupla, sao rigidas e
nao podem rotacionar livremente, ao passo que nao existem restricdes para rotacdes entre
os pares N—Ca e Cao—C, representadas pelos angulos diedros ® e y, respectivamente, que
€ angulo formado pela intersecgao de dois semiplanos com origem em uma mesma reta.
Assim, a cadeia principal da ligacao peptidica, também conhecida como backbone, esta
situada em uma série de planos rigidos onde todos os Ca adjacentes sdo coplanares,
compreende toda a cadeia de atomos da ligacdo peptidica excetuando-se as cadeias
laterais.

A Figura 6 mostra os trés angulos diedros, ®, y, e w do backbone (também
conhecidos como angulos torcionais), além dos comprimentos das ligacées e dos angulos
entre os atomos, onde sao indicados os valores considerados padrbes pela comunidade
cientifica. O plano em amarelo ilustra a area que compreende todo o backbone. Os angulos
diedros formados com a cadeia lateral sdo chamados de ¥ (Ié-se “chi”) e variam de x1 a

x5 de acordo com cada ligagao sucessiva ao longo da cadeia lateral (ALMEIDA, 2016).

Figura 6 — Caracteristicas de uma tipica ligagédo peptidica, com os valores considerados

consenso para os angulos e comprimentos de ligagao.
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(Fonte: ALMEIDA, (2016))

2.1.3. Classificagao Estrutural das Proteinas

Proteinas podem ser agrupadas de acordo com suas similaridades sequenciais e/ou
estruturais. Para a classificagao sequencial, sdo utilizadas as técnicas de alinhamento entre

sequéncias a fim de encontrar padrées de aminoacidos conservados. Na classificacao



26

estrutural, os tamanhos e arranjos das estruturas secundarias de novas proteinas sao

comparados com estruturas tridimensionais conhecidas (DURHAM, 2007).

Estrutura Primaria: A estrutura primaria € dada pela sequéncia de aminoacidos ao
longo da cadeia polipeptidica. E o nivel estrutural mais simples e mais importante, pois dele
deriva todo o arranjo espacial da molécula. Sdo especificas para cada proteina, sendo
geralmente determinados geneticamente. A estrutura primaria da proteina resulta em uma
longa cadeia de aminoacidos semelhante a um "colar de contas", com uma extremidade
"amino terminal" e uma extremidade "carboxi terminal". Sua estrutura é somente a

sequéncia dos aminoacidos, sem se preocupar com a orientacio espacial da molécula.

Figura 7 — Estrutura primaria de uma proteina.

(Fonte: SANTOS FILHO, 2003)

Estrutura Secundaria: A estrutura secundaria refere-se a escolha de qualquer segmento
de um polipeptidio e descreve o arranjo espacial local da cadeia principal, sem considerar
as conformagdes das cadeias laterais ou a sua relagcdo com outros segmentos. Uma
caracteristica importante das estruturas secundarias € que os diedros e da cadeia principal
repetem-se em padrdes regulares, ou aproximadamente regulares, ao longo de todo o

segmento considerado.
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Existem dois tipos de estruturas secundarias muito comuns e estaveis que ocorrem

em quase todas as proteinas: as hélices-a (figura 8) e as folhas-B (figura 9).

Figura 8 — Estrutura secundaria no formato hélice-a.
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b
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_

Hélice mao esquerda Hélice mao direita

(Fonte: ALMEIDA, 2016)

(@) Modelo de bola-bastdo com as indicagdes das ligagdes de hidrogénio.
(b) Sentidos possiveis da orientacdo da volta da hélice: mao esquerda e mao direita.

Figura 9 — Estrutura secundaria no formato folha-(3.
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(Fonte: ALMEIDA, 2016)
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Estrutura Terciaria: A estrutura terciaria de uma proteina corresponde a sua disposi¢cao
tridimensional; ou seja, € o enrolamento dos elementos da estrutura secundaria, juntamente
com a disposi¢ao espacial das suas cadeias laterais. A primeira estrutura de proteina
determinada por raios-X (mioglobina do esperma de baleia) foi elucidada no final dos anos
de 1950 por John Kendrew (1917 — 1997) e pelos seus colaboradores. A cadeia
polipeptidica desta proteina foi de tal dificl compreensdo que estes investigadores
reportaram o seu desapontamento e frustracdo sobre ao ndo conseguirem obter uma
estrutura regular. Nos anos seguintes, documentaram-se mais de 18000 estruturas de
proteinas, em que cada uma delas possui uma estrutura unica e altamente complexa
(CHOTHIA, 1990).
Figura 10 — Estrutura terciaria da proteina PDB: 1TMNH

(Fonte: RCSB Protein Data Bank (2018)).

Estrutura Quaternaria: Muitas proteinas consistem de duas ou mais cadeias polipeptidicas
com estrutura terciaria bem definida, consideradas subunidades da proteina. Esta
organizagao de subunidades de cadeias polipeptidicas independentes constitui a estrutura
quaternaria de uma proteina (FISCHER, 2006). Algumas das vantagens de estruturas
quaternarias s&o, maior estabilidade, eficiéncia genética (é necessario muito menos DNA
para gerar um oligbmero constituido por subunidades iguais do que diferentes de mesma

massa), juncao de sitios cataliticos (0 mondmero por si sé pode nao funcionar como um
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sitio de acdo enzimatico completo, porém um oligbmero teria esta capacidade) e
cooperatividade (FISCHER, 2006).

Figura 11 — Estrutura quaternaria da Hemoglobina.
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(Fonte: MOREIRA , (2011))

Estrutura quaternaria da hemoglobina. a) A associagio entre subunidades diferentes € mais forte que entre
subunidades iguais: quando a hemoglobina & suspensa em solu¢do a concentragcao de ureia, o tetrdmero
dissocia-se em dimeros a B; os grupos heme nao estdo mostrados. b) Esquema enfocando as areas de
contato entre os dimeros, com a interface a1B1 a frente; cada grupo heme fica alojado em um bolsao
hidrofébico. O reconhecimento biomolecular geralmente ocorre devido a complementaridade entre o ligante
e a proteina.

2.2. Estabilizagao de uma proteina no estado nativo.

A estabilidade da proteina depende das principais forgas indutoras do processo de
enovelamento. As interagbes nao-covalentes, tais como as ligagées de hidrogénio, as
ligagdes ibnicas (pontes salinas), o efeito hidrofébico e as interagdes de van derem Waals
(por exemplo, a forga de dispersao de London), sdo bem mais fracas do que as ligagoes
covalentes, entretanto, devido ao fato de que ocorrem inumeras vezes, o efeito cumulativo
garante a sua predominancia para a estabilidade estrutural.

O termo estabilidade pode ser definido como a tendéncia de manter a conformacao
nativa (NELSON; COX, 2014). Contudo, as proteinas em sua estrutura nativa sao
fracamente estaveis, a diferenga de energia livre de Gibbs (AG) separando um estado
enovelado de um nao-enovelado esta entre 20 a 65 kJ/mol apenas. Para macromoléculas,

a estrutura mais estavel, ou seja, a estrutura nativa, € o estado em que a ocorréncia de
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interacdes fracas € maxima. A unica interagao covalente que influencia significativamente

no processo de folding s&o as pontes dissulfetos.

2.2.1 Interagoes Hidrofobico.

Durante o processo de folding, o efeito hidrofébico é considerado o mais importante. O
efeito consiste na tendéncia apresentada por substancias apolares de se agregarem
quando imersas em solugdes aquosas, repelindo a agua. Aminoacidos hidrofébicos, ou que
apresentam uma parte hidrofobica (anfipaticos), agrupam-se no interior da proteina,
formando um nucleo hidrofébico no centro da proteina enovelada, enquanto a superficie
externa contém a maioria dos residuos polares (LI; TANG; WINGREEN, 1997)
demonstraram, matematicamente, que o efeito hidrofébico origina a principal for¢a indutora

no mecanismo de enovelamento.

2.2.2 Ligagoes de Hidrogénio.

As ligagdes de hidrogénio sdo predominantemente interagbes eletrostaticas (mas
com ~10% de carater covalente) entre um grupo dador (D-H) fracamente acido e um
aceitador (A) que possui um par de elétrons livres.

A ligagao de hidrogénio acontece quando um grupo doador possui um atomo de
hidrogénio que se liga a um atomo de alta eletronegatividade de um grupo receptor, como
o fluor, nitrogénio ou oxigénio. Esse tipo de ligagao pode ocorrer dentro da propria molécula
(intramolecular), ou entre moléculas distintas (intermolecular). As ligagdes de hidrogénio
favorecem a aproximacao das cadeias laterais préximas aos grupos, aumentando o nivel

de empacotamento local.

2.2.3. Ligagdes Dissulfeto.

Uma vez que as ligagdes dissulfeto se formam quando a proteina se enrola para a
sua conformacéao nativa, elas estabilizam a sua estrutura tridimensional. O carater quimico
reduzido do citoplasma diminui a estabilidade das ligagcdes intracelulares de dissulfeto.

Na verdade, praticamente todas as proteinas com ligagées dissulfeto sdo secretadas
para locais extracelulares que possuam ambientes mais oxidados, onde as suas ligagdes

dissulfeto sdo mais eficazes em estabilizar a estrutura da proteina (ALBER, 1989).
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2.2.4. Pontes Salinas.

As pontes salinas sao interagdes ibnicas que surgem entre uma cadeia lateral
carregada positivamente e outra carregada negativamente. As pontes salinas de maior
contribuicao a estabilidade estrutural sdo aquelas formadas entre grupos de ions no nucleo
hidrofébico, favorecendo a criagdo de um ambiente essencialmente apolar. Isto auxilia
fortemente na especificidade de uma conformacao, desestabilizando aquelas nas quais as
interagdes entre os ions n&o sejam 6timas (DILL; BROMBERG, 2012).

2.2.5. Forgas de Van der Waals.

A forgca de Van der Waals consistem em interagdes intermoleculares, que nao sejam
devidas a ligagdes covalentes ou interagdes eletrostaticas entre ions. Caracterizam-se por
apresentar o seguinte comportamento: para grandes distancias a forga apresenta um
carater atrativo, enquanto que para distancias curtas a forca tem carater repulsivo. O
potencial de Lennard-Jones, também conhecido como potencial L-J ou potencial 6-12, é
frequentemente empregado para descrever este comportamento, cuja forma é:

A B

U(r) =5 (1)

Onde A e B representam um par de atomos neutros ou moléculas. A ligagéo de
Van der Waals depende da distancia entre os pares de atomos.

Figura 12 — Energia de interacdo entre dois atomos pela sua distancia.
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As forgas dividem-se em trés interacdes distintas:

1. Forca entre dois dipolos permanentes: forca de Keesom;
2. Forga entre um dipolo permanente e um dipolo induzido: forca de Debye;

3. Forga entre dois dipolos instantaneamente induzidos: for¢a de dispersao de London.

2.2.6. Forgas de Dispersao de London.

As ligacdes dipolo instantaneo - dipolo induzido ocorrem em moléculas apolares,
quer monoatdmicas (He, Ne, Ar, e.g.), quer poliatdbmicas (CCls, CH4, N2, Hz, e.g.).

Como os elétrons nas moléculas estdo constantemente em movimento, num
determinado instante podem acumular-se numa dada zona da molécula: forma-se um
dipolo instantaneo, que pode, noutro instante, ter orientacao diferente.

Esse dipolo, vai criar, em moléculas mais proximas, a formacao de outros dipolos,
designados dipolos induzidos: a zona do dipolo instantaneo com excesso de elétrons vai
repelir elétrons de moléculas vizinhas; a parte com deficiéncia de elétrons vai atrair elétrons
de moléculas vizinhas (RUSSO; SILVER, 2001).

Este processo prossegue entre as moléculas envolvidas. Entre as zonas de carga
elétrica contraria surgem forgas responsaveis pela ligagao entre as moléculas. Estas forgas

sao geralmente designadas por for¢as de dispersdo de London (SALGUEIRO, 2003).

Figura 13 — Representagcédo esquematica da ligacéo dipolo instantdneo—dipolo induzido.
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Moléculas apolares (A, B e C).
Polarizagéo instantanea de A.

O dipolo instantaneo cm A vai induzir dipolos em B e em C.
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Entre zonas de sinal contrario surgem interagdes responsaveis pela ligagao intermolecular (—).
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De um modo geral, a intensidade das forcas de dispersao de London é proporcional
ao numero de elétrons e ao tamanho das moléculas e diminuem (no caso de isébmeros) com
o aumento de ramificagdo da cadeia. No caso de a ligagdo ocorrer entre moléculas iguais,
a expressao da energia potencial é a seguinte (CHANG, 2000).

3a’l 2)

4 r6

Onde a é a polarizabilidade, | a primeira energia de ionizagdo da molécula e r a
distancia entre as moléculas.

O efeito da polarizabilidade de uma molécula na sua energia potencial de interagédo
pode ser tal que, embora sendo, de um modo geral, este tipo de ligagédo intermolecular mais
fraca que as restantes, pode acontecer que um composto apolar como, por exemplo,
tetracloreto de carbono, CCls, apresente um ponto de ebulicdo consideravelmente superior
ao do fluor metano, CHsF, polar, onde predominam liga¢des dipolo - dipolo: 76,5° C e -
141,8° C, respectivamente (Chang, 2000). Sendo a ligagao entre moléculas diferentes, A e
B, a energia potencial € dada pela equacéo seguinte, equacédo de London (SALGUEIRO,
2003).

3 IAIB aplp

v=-2 3
21, + 15 r° ©)

* IA e IB sdo as primeiras energias de ionizacdo de A e B,

respectivamente.
* dA e aB as polarizabilidades de A e B, respectivamente.

e r é a distancia entre A e B.

A equacao anterior mostra a dependéncia da energia potencial relativamente a ré: a
energia potencial sofre uma reducdo drastica quando a distancia entre as moléculas
aumenta (SALGUEIRO, 2003).
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2.3. Desnaturagao e renaturagcao de uma proteina.

O estado desnaturado nao necessariamente corresponde ao desdobramento
completo da proteina e a randomizagédo da conformagao. Na maioria das condi¢des, as
proteinas desnaturadas existem como um conjunto de estados parcialmente dobrados
(NELSON; COX, 2014).

A maioria das proteinas pode ser desnaturada pelo calor, que tem efeitos complexos
nas muitas interagdes fracas da proteina (principalmente sobre as liga¢gdes de hidrogénio)
(NELSON; COX, 2014).

Se a temperatura € aumentada lentamente, a conformagao da proteina em geral
permanece intacta até que, em uma estreita faixa de temperatura, ocorre uma perda
abrupta da estrutura e de fungéo. A mudanga repentina sugere que o desdobramento € um
processo cooperativo: a perda de estrutura em uma parte da proteina desestabiliza as
outras partes (NELSON; COX, 2014).

Os efeitos do aquecimento sobre as proteinas ndo sao facilmente preditos. As
proteinas altamente termorresistentes de bactérias termofilicas e de arquibactérias
evoluiram para funcionar na temperatura das fontes termais (100°C). Mesmo assim, as
estruturas dessas proteinas diferem pouco de suas proteinas homaologas de bactérias como
a Escherichia coli. Nao se sabe ao certo como essas pequenas diferengas garantem a
estabilidade estrutural em altas temperaturas (NELSON; COX, 2014).

As proteinas também podem ser desnaturadas por pH extremos, por certos
solventes organicos misciveis, como alcool ou acetona, por certos solutos como ureia e
hidrocloreto de guanidina, ou por detergentes (Figura 14). Cada um desses agentes
desnaturantes representa um tratamento relativamente brando, ja que nenhuma ligacao
covalente da cadeia polipeptidica € rompida. Solventes organicos, ureia e detergentes
atuam, principalmente, rompendo as interagdes hidrofébicas que mantém o nucleo estavel
das proteinas globulares; a ureia também rompe as ligagbes de hidrogénio; extremos e pH
alteram a carga liquida da proteina, causando repulsido eletrostatica e o rompimento de
algumas ligagdes de hidrogénio. As estruturas desnaturadas resultantes desses varios

tratamentos n&o s&o, necessariamente, as mesmas (NELSON; COX, 2014).
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Figura 14 — Desnaturacéo de proteinas utilizando a variagao térmica e a concentragéo de

hidrocloreto de guanidina [GdnHCI].
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(Fonte: ALMEIDA, 2016)

Desnaturagao de proteinas. Os resultados correspondem a proteinas desnaturadas por duas modificagdes
diferentes em seus ambientes. Em cada caso, a transicao entre o estado dobrado e o estado ndo dobrado
€ abrupta, sugerindo cooperatividade neste processo. (a) Desnaturacdo térmica da apomioglobina
(mioglobina sem o grupo prostético heme) de cavalo e da ribonuclease A (com suas ligagdes dissulfeto
intactas). O ponto médio da faixa de temperatura em que ocorre a desnaturagéo é chamado de temperatura
de fusdo, ou Tm. A desnaturagdo da apomioglobina foi monitorada por dicroismo circular, que mede a
quantidade de estrutura helicoidal na proteina. A desnaturacéo da ribonuclease A foi acompanhada pelo
monitoramento das mudangas na fluorescéncia intrinseca da proteina, que é afetada pelas mudancgas no
ambiente dos residuos de Trp. (b) Desnaturagéo da ribonuclease A, com suas ligagdes dissulfeto intactas,
pelo hidrocloreto de guanidina (GdnHCI), monitorado por dicroismo circular.

2.4. O Mecanismo de Enovelamento de Proteinas.

As proteinas sdo nao s6 as macromoléculas bioldégicas mais abundantes, mas
também as mais complexas em termos conformacionais e biologicamente versateis.

Sao sintetizadas como sequéncias lineares de aminoacidos a partir da informagao
contida no genoma nuclear, ou a partir do DNA mitocondrial no caso das 13 proteinas
mitocondriais da cadeia respiratoria. Apos sintetizadas necessitam adquirir uma estrutura
tridimensional especifica, da qual depende diretamente a sua funcido, por um processo
designado de folding proteico.

O processo de enovelamento proteico tem sido um assunto intensamente estudado
desde os trabalhos pioneiros de Anfinsen e seus colaboradores acerca do folding/unfolding
da ribonuclease.

Estes mostraram que uma cadeia polipeptidica pode adquirir o enovelamento
espontaneamente in vitro sem requerer a assisténcia de nenhum fator celular, provando
que toda a informagao necessaria para uma proteina adquirir a sua conformacéo nativa se

encontra codificada na sua sequéncia linear de aminoacidos. Mostraram também que o
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processo de folding das proteinas se baseia estritamente na termodinamica, ou seja, na
procura aleatdria de uma conformacgao unica termodinamicamente mais estavel para a qual
a energia livre seja minima.

Todavia, Levinthal (1968) focando-se na cinética e dindmica do folding, mostrou que
o processo de folding ndo consiste na exploracao de todas as conformagdes possiveis, mas
sim ocorre através de uma via bem definida e sequencial. Caso contrario, até mesmo uma
proteina pequena (~100 aminoacidos) necessitaria de um tempo biologicamente irrealista
(~1029 anos) para adquirir a sua estrutura nativa.

Na tentativa de se explicar o fato de as proteinas adquirirem a sua conformacao
nativa numa escala temporal de milissegundos, o folding proteico tem sido representado
através de um funil de energia.

Este funil de energia tem sido usado para ilustrar que o grande numero de
conformacgdes acessiveis para uma proteina (superficie do funil) se torna progressivamente
mais restrito a medida que a interacbes nativas aumentam, terminando por fim numa
estrutura nativa para a qual a energia livre € minima (fundo do funil). Por oposigéo ao estado
nativo, os estados unfolding sdo caracterizados por um alto grau de entropia conformacional
e por uma alta energia livre de Gibbs (superficie do funil).

A teoria sobre a superficie de energia do enovelamento de proteina, introduzida por
Onuchic, Wolynes e colaboradores (ZHURAVLEV; PAPOIAN, 2010; LEVINTHAL, 1968;
POTOYAN; PAPOIAN, 2011; ITZHAKI; OTZEN; FERSHT, 1995), descreve e demonstra de
forma simplificada o processo de enovelamento e desenovelamento de uma proteina e os
principais mecanismos de transformagao que ocorrem com as proteinas (CLEMENTI;
NYMEYER; ONUCHIC, 2000; WALES, 2010; WALES, 2003; SHAN et al., 2013; DOBSON,
2003). Ela se baseia na estatistica do processo do enovelamento na qual sdo observados
a superficie de energia global que uma proteina apresenta entre o seu desenovelamento e
enovelamento (CHAVEZ; ONUCHIC; CLEMENTI, 2004; WANG et al., 2012; REDDY et al.,
2010).

A superficie de energia tem carater multidimensional e uma maneira simplificada de
analisa-la é utilizando uma coordenada de reacdo. A coordenada de reagao € necessaria
para acompanhar o processo de enovelamento ao longo da superficie de energia (WANG
etal., 2012) e a sua escolha € fundamental para uma boa abordagem ao problema estudado
(WALES, 2010).
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Uma coordenada de reagdo amplamente utilizada é a fragdo de contatos nativos Q.
Esta coordenada é a razao entre os contatos nativos formados em uma conformacao
desenovelada D e os contatos nativos presentes na estrutura enovelada N. Desta forma,
esta coordenada mede, ao longo do processo de enovelamento, o grau de similaridade
entre uma estrutura desenovelada e o estado nativo. Os valores de Q variam entre 0 e 1,
onde 0 significa que a proteina esta totalmente desenovelada e 1 significa que a proteina
esta no seu estado nativo. A coordenada de reagdo Q € baseada na topologia do estado
nativo da proteina e descreve de maneira satisfatoria o processo de enovelamento (WANG
et al., 2012).

Nesta abordagem, o mecanismo de enovelamento pode ser entendido como um
processo de difusdo ao longo da superficie de energia quando se acompanha a coordenada
de reagédo (DOYE; MILLER; WALES, 1999 - a, b).

Figura 15 — Funil de enovelamento de uma proteina em fungéo dos contatos.
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(a) llustracao do funil de estruturas do processo de enovelamento de uma proteina ao longo da coordenada
de reagdo Q. (b) Representagao do perfil de energia livre F(Q) em fungéo da coordenada de reagédo Q. E
destacado a existéncia do estado desenovelado D, do estado nativo N e da barreira de energia AF existente
entre esses dois estados. Esta curva foi obtida por meio da simulagdo computacional do modelo Ca, para
a proteina CI2 - Chvmotrvosin Inhibitor 2 PDB ID: 1YPA [41.

Na Figura 15 estdo descritas as estruturas da energia de superficie, quando vista
sob a perspectiva de uma coordenada de reacdo dos contatos nativos, apresenta uma
topologia afunilada com um gradiente de energia direcionado para a regido do estado

enovelado, ou seja, de menor energia. O conjunto de estruturas similares sdo agrupadas
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ao longo do processo de enovelamento, onde a proteina passa por estados parcialmente
enovelados e quantidade de estruturas possiveis diminui (ANFINSEN, 1973; WALES, 2012;
ITZHAKI, OTZEN; FERSHT, 1995; XIAO; HONIG, 1999). Este processo ocorre até que a
proteina atinja seu minimo de energia na parte de baixo do funil de estruturas, atingindo o
seu estado nativo. Pela descricdo do funil de estruturas, ndo ha um caminho preferencial
no processo de enovelamento, mas uma multiplicidade de possiveis rotas (LEVINTHAL,
1968).

Desta perspectiva, durante o processo de enovelamento, existe uma competicdo
entre a contribuicdo energética E (Q) e a contribuicéo entropica S (Q), que séo dependentes
da coordenada de reagao Q. O processo pode ser mapeado por um potencial efetivo que
leve em consideragdo a competicdo entre essas duas grandezas. O potencial
termodinédmico dado pela energia livre de Helmholtz (F (Q)) € utilizado para descrever esta

competicdo, e € dado pela equagao:

F(Q) = E(Q) - TS(Q). 4)

com T sendo a temperatura do sistema.

A figura 15B apresenta o perfil de energia livre (F(Q)) € construido em fungdo da
coordenada de reagcdo Q para uma proteina tipica com mecanismo de enovelamento de
dois estados. A curva de energia livre destaca trés regides principais: o estado
desenovelado D, o estado nativo N e a barreira de energia AF que existe entre os dois
estados. A temperatura T utilizada na construgao da curva € a temperatura em que ocorre
enovelamento. Nesta temperatura, conhecida como temperatura de enovelamento Tf, a
probabilidade da proteina se encontrar no estado desenovelado é a mesma de encontra-la
no estado nativo. Experimentalmente, a temperatura de enovelamento Tf € conhecida como
a temperatura de enovelamento. Esta temperatura pode ser obtida por experimentos de
calorimetria na construcdo de uma curva de desnaturagao térmica ou de calor especifico
(DOYE; MILLER; WALES, 1999 - b; EVANS; WALES, 2003; KRIVOV; KARPLUS, 2002).

Estes modelos se distinguem, basicamente, pela identificacdo a priori de um
determinado mecanismo. Evidentemente, os mesmos foram propostos baseados em
observacgdes experimentais que, devido a peculiaridade de cada experimento, enfatizam-
se um ou outro mecanismo. Isto mostra, mais uma vez, a complexidade do problema do

enovelamento proteico (SILVA, 2005).
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As rugosidades da superficie de energia (Figura 16) também proporcionam transi¢des
de fase durante as mudangas de estados da proteina, dentre elas a transicao de vidro.
Nela, se a proteina nao possui energia suficiente, possivelmente devido a uma condigao de
uma relativa baixa temperatura, ela fica aprisionada no respectivo estado por um maior
periodo de tempo pela dificuldade em vencer a barreira de energia (OLIVEIRA, 2007;
ONUCHIC; LUTHEY-SCHULTEN; WOLYNES, 1997).

A temperatura de vidro (TG) e a temperatura que delimita o aprisionamento da proteina
em uma fase de vidro. Quanto mais distante dessa temperatura for a temperatura de
enovelamento (Tf), temperatura em que a proteina possui 50% de chance de ser
encontrada no estado nativo, mais chance a proteina possui de atingir o estado enovelado
mais rapidamente. Porém, no caso da situagao inversa, mais vagaroso seria esse processo
(OLIVEIRA, 2007; ONUCHIC; LUTHEY-SCHULTEN; WOLYNES, 1997).

Figura 16 — Superficie de energia de uma proteina, em formato de funil, apresentado as

rotas que a proteina segue até o seu estado nativo.
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(Fonte: Adaptado de (WANG; OLIVEIRA et al., 2012), p. 15765).

2.5. O estudo da termoestabilidade em proteinas: um panorama geral.

A termoestabilidade em proteinas ainda € uma questdo em aberto. Diversos fatores
que a influenciam foram identificados e sua interpretacdo pode ser dada em algumas
perspectivas, porém a sua compreensdo em plenitude ainda nao foi atingida (STERPONE;
MELCHIONNA, 2012).
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Em uma perspectiva da analise termodinamica, pode-se relacionar a estrutura e a
composicao das proteinas de modo a compreender melhor as interagdes que interferem na
sua termoestabilidade. Proteinas mais estaveis possuiriam interagdes que tendessem a
diminuir sua entalpia no estado nativo. Porém, em proteinas mais estaveis, como as
termofilicas, a diferenca de entropia em relagao aos estados enovelado e desenovelado é
baixa. Logo, compreender como a relagdo entalpia e entropia contribui para a
termoestabilidade ainda € uma questdo em aberto (STERPONE; MELCHIONNA, 2012).

Ja em uma perspectiva cinética, pode-se associar a termoestabilidade das proteinas
com a barreira de energia existente entre seu estado nativo e o desenovelado. Assim,
quanto maior for essa barreira mais estavel é a proteina. (STERPONE; MELCHIONNA,
2012).

2.5.1. Estabilidade das Proteinas Homodlogas.

WELKER e colaboradores (1998) questionaram a diferenca na estabilidade de
proteinas Cold Shock homodlogas provenientes de trés organismos, da bactéria mesofilica
Bacillus subtilis (Bs), Bs-CspB, da bactéria termofilica Bacillus caldolyticus (Bc), Bc-Csp, e
da bactéria hipertermofilica Thermotoga maritima (Tm), Tm-Csp. Os autores apontam a
grande similaridade entre as trés proteinas em suas estruturas e cadeias de aminoacidos,
e que, apesar disso, apenas a Tm-Csp e a Bc-Csp apresentam alta estabilidade, possuindo
uma temperatura média de transicdo para desenovelamento igual a 85 e 72 °C,
respectivamente, enquanto que a Bs-CspB é apenas marginalmente estavel, com
temperatura média para transigao para o desenovelamento igual a 50°C.

Contudo a similaridade e identidade acentuada das proteinas Cold Shock, notamos
que devido a alteragbes em apenas alguns aminoacidos da sua estrutura altera a
estabilidade dessas proteinas, fazendo que seus estados Tf sejam alterados. Pode-se
salientar também que devido a adaptacdo que essas bactérias podem sobreviver a
condigdes fisicas e quimicas extremas, determinando assim a grande estabilidade dessas

proteinas frente a variagdes de temperatura.

2.6. Curvas de estabilidade.

Experimentalmente, a estabilidade das proteinas pode ser analisada pelas curvas de

estabilidade geradas em um processo de desenovelamento. Essas curvas sao obtidas por
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meio da variagdo da energia livre de Gibbs (G) no estado enovelado (N) e no estado
desenovelado (D) (STERPONE; MELCHIONNA, 2012):

AG = G(D) - G(N) 5)

Sendo a denotagao para (D) e (N) referindo-se a populagao em cada um dos estados
(STERPONE; MELCHIONNA, 2012).

Figura 17 — Perfil de energia livre de uma proteina devido a variagéo
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(Fonte: LUCAS, 2001)

A Figura 17 apresenta o perfil de energia livre de uma proteina em diferentes situa¢des para T em relagdo a
temperatura de enovelamento (Tm) durante o processo de desenovelamento, e curvas de estabilidade
distintas para proteinas que possuem diferentes Tm. Tm possui interpretagdo analoga a TF, representando a
temperatura em que a populagdo no estado nativo é equivalente a populagao no estado desenovelado. As
curvas de estabilidade geralmente sdo mais largas nas proteinas com Tm mais elevado, resultado dessa
maior estabilidade. A temperatura Ts representa a temperatura de maxima estabilidade de cada proteina
(STERPONE; MELCHIONNA, 2012).

A fungado da curva de estabilidade (Figura 17) também pode ser representada por
uma equacgao modificada que relaciona a energia de Gibbs e a energia de Helmholtz, é

diversos outros parametros importantes no estudo da termoestabilidade (RAZVI;
SCHOLTZ, 2006):
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AG(T) = AHm (1 - %) — ACp [(Tm ~T)+Tln (%)] ©6)

em que AHmé a mudanca de entalpia em Tme AC, € a variagado do calor especifico em
relagdo ao processo de desenovelamento (RAZVI; SCHOLTZ, 2006).

Devemos ter em mente que a energia livre de Helmholtz é aplicada em processos a
temperatura e volume constantes enquanto a de Gibbs é aplicada a temperatura e pressao
constantes.

Pode ser salientado que quando desejamos trabalhar com apenas uma parte da
energia do sistema utilizamos a energia de Helmholtz, pois mensura a parcela de energia
interna de um sistema possivel de ser utilizada na realizagdo de trabalho, ou seja, é a
energia util que sobra para o sistema depois que utilizou parte da energia interna para
expandir as fronteiras do sistema e redistribuir as moléculas nos diferentes niveis quanticos
de energia, ja se o interesse recair na energia total disponivel para execugao de trabalho
util, utilizamos a energia de Gibbs que engloba a energia total do sistema, onde temos a
equacao de Gibbs-Helmholtz para uma mudancga de estado (transformagao) que ocorre a
pressao constante.

A integracdo da Equacdo de Gibbs-Helmholtz permite determinar a equacéo da
energia livre de Gibbs (G) em fungao da temperatura (T) para o sistema mantido a pressao
(P) constante. Para tanto, basta conhecer a fungao entalpia (H) em termos da temperatura.
A mesma forma da equagao que determina o valor da G para uma dada T, também se
mantém para a determinacdo da variacdo de G (AG) em fungcdo da T para uma certa
transformacao, que ocorre a P constante.

AG AHAT (7)

=~

2.7. O calor especifico e a entalpia.

Experimentalmente, o calor especifico (Cp) pode ser obtido por métodos de
calorimetria de varredura diferencial em fungdo da temperatura. Nessas técnicas, o
processo pode ser estudado por meio da desnaturacdo e renaturagdo da proteina em
estudo. A partir de dados do grafico de Cp, como ACy, € possivel determinar a variagao de
entalpia de uma proteina no processo em questédo (Figura 18). Além disso, também pode
auxiliar na identificacao do tipo de reagao que ocorre no sistema em estudo, como, por
exemplo, se esse € uma reagao de dois estados (PRIVALOV; KHECHINASHVILI, 1974;
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SABOURY; MOOSAVI-MOVAHEDI, 1994; STERPONE; MELCHIONNA, 2012). A fungéo

que descreve a entalpia é:
H=U+PV
dH = dU + pdV + vdP
dH = dQ — pdV + pdV + vdP
Para um processo isobarico (presséo constante) temos: (8)

dH = dQ

[an= [ ac

AH = Q

Onde temos que quando AH > 0, reagédo que absorve calor do meio (endotérmica),

para AH < 0 reacdo que libera calor para o meio externo (exotérmica).

Figura 18 — Calor especifico temperatura determinando o enovelamento e desenovelamento de

uma proteina.
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(Fonte: Adaptado de (STERPONE; MELCHIONNA, 2012).
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Uma das contribuicbes para a termoestabilidade proteica é a contribuicdo das
interacdes eletrostaticas. Essa contribuicdo pode ser proveniente de interagdes de residuos
de aminoacidos carregados da proteina. As intensidades dessas interagbes sao
dependentes de diversos fatores, como pH em que a proteina € submetida, a area da
proteina imersa no solvente, o nivel de salinidade do solvente, a distribuicdo espacial
desses aminoacidos carregados na estrutura da proteina, dentre outros. Evidenciando
assim que a quantidade de residuos carregados pode influenciar no enovelamento de uma
proteina (CONTESSOTO et al., 2016; CONTESSOTO et al., 2017; NAKAMURA, 1996;
STERPONE; MELCHIONNA, 2012; XIAO; HONIG, 1999). XIAO e HONIG (1999) ao
analisar a contribuicdo das interagdes eletrostaticas na estabilidade de proteinas
homodlogas a pH constante observaram uma melhor contribuicdo nas proteinas
hipertermofilicas frente as outras estudadas nesta dissertacdo, que geralmente sdo mais
estaveis.

A partir de simulagdes computacionais, € possivel realizar modificagdes nos grupos
de aminoacidos carregados das proteinas buscando o aprimoramento dessa contribuigao
para, consequentemente, obter-se uma melhor termoestabilidade. O mesmo pode ser feito
de maneira experimental, por meio de mutagdes nas proteinas (STERPONE;
MELCHIONNA, 2012).

2.8. As proteinas Cold Shock.

As proteinas Cold Shock estudadas neste artigo presentes nas bactérias psicrofilica
Listeria monocytogenes (cddigo PDB: 2LXJ) apresenta 66 residuos e sua estrutura
secundaria é formada por 5 folhas betas e 4 lacos, e atuam como chaperonas no RNA para
regular a traducgéo (LEE et al., 2013). Nas bactérias mesofilicas Bacillus caldolyticus (codigo
PDB: 1CSP) apresenta 67 residuos em sua estrutura secundaria com 5 folhas betas e 4
lagcos, se ligam ao DNA por meio de ligagdes simples (SCHINDELIN; MARAHIEL;
HEINEMANN, 1993). Nas termofilicas Bacillus subtilis (c6digo PDB: 1C90) apresenta 66
residuos em estrutura secundaria e formada de 5 folhas Betas e 4 lagos, as interagdes
eletrostaticas sao geralmente favoraveis para Bc-Csp, mas desfavoraveis para Bs-CspB
(MUELLER et al., 2000). Nas hipertermofilica Thermotoga maritima (cédigo PDB: 1G6P)
apresenta 66 residuos, contém 4 folhas Beta e 4 lagos combinados em duas folhas beta
antiparalelas que compdem uma estrutura de barril beta, em que as cadeias beta 1-4 sdo

organizadas em uma topologia de chave grega (KREMER et al., 2001).
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Na figura 19 pode-se observar a estrutura das quatro proteinas Cold Shock
homologas estudas, na topologia de chave grega obtida através do software VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

Figura 19 — Estrutura 3D das Proteinas Cold Shock na forma de fechadura grega.
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As estruturas tridimensionais de proteinas Cold Shock homologas apresentam
basicamente a mesma quantidade de residuos que sdo 66, com excecao para a mesofilica
Bacillus caldolyticus que apresenta 67.

Durante o alinhamento de duas sequéncias proteicas devemos deixa-las similares
ajustando as posigcdes dos residuos, se necessario, usando espacgos (gaps), buscando
assim aumentar a identidade entre duas proteinas, que é a porcentagem de residuos
idénticos presente em uma proteina em comparagao com a outra (Figura 20).

Apesar dessa igualdade, a termoestabilidade esta relacionada com a variagdes de
posi¢cdes que estes residuos apresentam na sequéncia de cada proteina. Em geral, os
residuos localizados no interior das proteinas variam com menor frequéncia, e quando o
fazem, ocorrem, normalmente, com menor distingdo de propriedades fisico-quimicas.
Habitualmente, certo conjunto de residuos de aminoacidos que compreendem o nucleo da
proteina e os principais elementos de estrutura secundaria permanece mais conservado
dentro de uma familia de proteinas homdlogas.

As maiores divergéncias entre proteinas homologas ocorrem com mais frequéncia
em regides préoximas da superficie, ou seja, nas rotagbes das ligagdes que formam a
proteina, sendo que a estrutura secundaria nao esta ainda definida. Nessas regides, até
mesmo as propriedades fisico-quimicas dos residuos que sofreram mutagdes sdo muito

diferentes dos residuos anteriores ao processo de mutagédo (HOLTJE et al., 2003).
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Uma das maneiras mais eficientes para se realizar uma busca de proteinas homologas
é através de similaridade sequencial, lancando-se mao de técnicas de bioinformatica, uma
vez que sequéncias de aminoacidos de proteinas com estruturas nao-resolvidas podem ser
obtidas com certa facilidade. Nesse caso, o grau de identidade sequencial, obtido pelo
alinhamento com relacdo a uma ou varias sequéncias de estruturas conhecidas
tridimensionalmente, e a predicdo das estruturas secundarias que os aminoacidos da
sequéncia-alvo assumirdao sédo aspectos primordiais na constru¢ado do modelo molecular da
proteina-alvo (MUNIZ, 2003).

Nessa busca, que funciona como um processo de triagem, sédo utilizadas certas
ferramentas para a avaliagdo do grau de similaridade entre fragmentos das sequéncias
(alinhamento local), com o objetivo de distinguir entre similaridades importantes do ponto
de vista biolégico ou estrutural de similaridades ao acaso e que nao apresentam
importéncia significativa. A busca é realizada em um banco de dados com estruturas
resolvidas, como o PDB. Com a introdu¢ao da sequéncia da proteina-alvo, um algoritmo de
busca de similaridade de sequéncias é, entao, aplicado.

Com respeito a faixa aceitavel de identidade sequencial para a execugao da
modelagem molecular por homologia, € bem conhecido e a literatura descreve como
significante um valor acima de 30% de identidade sequencial entre a(s) proteina(s)-molde
e a proteina-alvo (D’ALFONSO, et al., 2001; SALI, 1998; VITKUP, et al., 2001).

A figura 20 demonstra o alinhamento das proteinas Cold Shock realizado através da
ferramenta computacional T-Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000), as
sequéncias de residuos de aminoacidos foram obtidas por meio do repositério de proteinas

do site PDB (Protein Data Bank) através do arquivo de topologia FASTA.

Figura 20 — Alinhamento dos aminoacidos das proteinas homologas (Psicrofilica,

Mesofilica, Termofilica e Hipertermofilica).

Psicrofilica MEQGTVKWFNAEKGFGFIERENGDDVFVHFSAIQGDGFKSLDEGQAVTFDVEEGQRGPQAANVQK-A
Mesofilica MLEGKVKWFNSEKGFGFIEVEGQDDVFVHFSAIQGEGFKTLEEGQAVSFEIVEGNRGPQAANVTKEA
Termofilica MQRGKVKWFNNEKGYGFIEVEGGSDVFVHFTAIQGEGFKTLEEGQEVSFEIVQGNRGPQAANVVK-L
Hipertermofilica M-RGKVKWFDSKKGYGFITKDEGGDVFVHWSATEMEGFKTLKEGQVVEFEIQEGKKGPQAAHVKVVE

Nas cores iguais sdo apresentados os aminoacidos semelhantes em duas, trés ou quatros proteinas, para
um melhor alinhamento utilizamos o hifen, visto que neste alinhamento so6 foi necessario o uso de 3 hifens,
visto a grande quantidade de aminoacidos semelhantes.
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Uma das maneiras frequentemente empregadas de se medir a similaridade entre
duas proteinas é pelo calculo do desvio da raiz quadratica média, ou do inglés, RMSD
(Root-Mean-Square Deviation), que consiste na medida da distancia média entre os atomos
de proteinas sobrepostas.

Estruturalmente, as diferengas entre as proteinas podem ser caracterizadas pelo
desvio médio da raiz quadrado médio, RMSD (NEUDERT; KLEBE, 2011). A tabela 3
apresenta os valores de RMSD das proteinas Cold Shock. Que mede as distancias

interatdmicas (em Angstrons), entre 0 modelo gerado e a estrutura molde.

n
1
RMSD = (v.w) = NZ lvi — will?
i=1

©9)

n
1 2
NZ(vix - Wi )+ (Viy - Wiy) + (iz — wiz)?

=1

em que vew sao dois vetores que representam as posigcbes dos atomos de cada

sequéncia.

Tabela 3 — Determinagdo do RMSD das proteinas Cold Shock Homologas.

- 1.394

1.394 - 0.369 2.029
1.412 0.369 - 2.143
1.889 2.029 2.143 -

Fonte: Autor.

Também pode-se determinar a identidade entre duas proteinas sendo uma proteina-
alvo e a outra a proteina molde, para isso apds o alinhamento das proteinas, identificamos
quantos residuos estao presentes nas duas e fazemos a divisdo pela quantidade de
residuos total, multiplicando esse valor por 100 temos a sua porcentagem.
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Tabela 4 — Comparativo da identidade das proteinas Cold Shock em porcentagem.

74,6

74,6 - 82,1 62,7
61,2 82,1 S 62,7
53,7 62,7 62,7 -

Fonte: Autor.

3. Materiais e Métodos.

3.1. Modelo Carbono-a.

Neste trabalho foram realizadas simulagées computacionais de dindmica molecular
utilizando o modelo baseado em estrutura, tomando como base, o modelo Ca (NYMEYER;
GARCIiA; ONUCHIC, 1998; CLEMENTI; NYMEYER; ONUCHIC, 2000; KOGA; TAKADA,
2001; CHAVEZ; ONUCHIC; CLEMENTI, 2004; NOEL et al., 2010; GOSAVI et al., 2006).
Este modelo diminui o tempo computacional devido a duas aproximacdes feitas; a primeira
refere a cadeia polipeptidica onde serdo considerados apenas os carbonos a dos residuos
dos aminoacidos e a segunda aproximacgao refere-se ao potencial de interacdo entre os
carbonos a. Esse potencial é construido a partir da estrutura nativa da proteina em estudo.
Fornecendo valores muitos préximos dos que séo obtidos, quando utilizados todos os
carbonos e suas interagcbes com o meio reacional.

As informagdes necessarias com as caracteristicas das proteinas em estudo foram
obtidas no PDB (Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000); “RCSB PDB”. As estruturas
obtidas do banco de dados de proteinas sao chamadas de estado nativo para a elaboracao
do modelo em estudo. Por isso atribuimos a esse estado o minimo de energia. O potencial
para uma conformacao de qualquer I' de uma proteina, com base na conformacao nativa

o € dado por:
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V(I,To) = Z E.(r—15)% + z Eo(6 — 0,)>

ligagoes angulos

1
+ Z Egp {[(1 —cos(g — gy)] + > [1— cos(3(g — ﬂo))]} (10)

cadeia principal
12 10 12
d;j d;; Onc
+ E.[5(-2) -6 + Eyc|—
T;q rij rij
Y nao contatos

contatos
Nesta expresséo do potencial do modelo Ca, o primeiro termo representa a ligagéo

entre dois carbonos a adjacentes, formando um potencial harménico, o onde é a distancia
entre dois carbonos a da conformacao nativa ligados entre si. O segundo termo se refere
ao potencial harménico angular formado por trés carbonos a consecutivos, onde ©o é 0
angulo formado pelos residuos i, i+1 e [+2 da conformagdo nativa. O terceiro termo
contabiliza a tor¢ao realizada na cadeia, o termo utiliza quatro carbonos a em sequéncia,
os trés primeiros carbonos a formam um plano que possui um angulo ®o com o plano
formado entre trés ultimos carbonos a. O quarto termo representa a interacdo entre o
carbono a i e o carbono a j que realizam um contato na estrutura nativa.

Para esta informacao ¢é atribuido um potencial 10 — 12, onde o paradmetro djj é o valor
da distancia entre estes carbonos que realizam um contato nativo.

O ultimo termo € um potencial repulsivo utilizado para manter a distancia maxima de
aproximacgao entre os carbonos a, este termo ¢é utilizado para todos os carbonos a que nao
possuem um contato nativo. O valor do par@metro unc de 4A, este valor caracteriza
aproximadamente o volume ocupado por um carbono do modelo. As constantes e
utilizadas no potencial possuem valores de 100, 20, 1 e 1, respectivamente, todas em

unidades de Ec.

3.2. Simulagdao Computacional.

Os arquivos das proteinas foram obtidos do site RCSB PDB, topologia e
coordenadas iniciais, foram criados pela interface grafica do servidor SMOG-Server (NOEL;
WHITFORD; ONUCHIC, 2012; NOEL et al. 2016; CLEMENTI; NYMEYER; ONUCHIC,
2000). As simulagdes computacionais foram realizadas com pacote LINUX (gratuitos) de
dindmica molecular GROMACS, versao 4.6.7 (HESS et al., 2008; ASTUTI; MUTIARA,
2009), no inicio para utilizamos os computadores da UFTM, para o aprendizado, mais no

intuito de acelerar os calculos computacionais e diminuir o tempo computacional de espera
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para os resultados foi utilizado o computador da UNESP — Gridunesp, onde apresenta
supercomputadores dotados de varios nucleos, assim depois de realizada as simulacdes
com os dados obtidos, foram feitos os calculos para obtengédo dos graficos, utilizando os
scripts e algoritimos criados pelo grupo e padronizado para cada situagao.

Fez-se o estudo das trajetorias das proteinas Cold Shock Homologas, utilizando o
algoritmo PYWHAM (FERRENBERG et al., 1988; KUMAR et al., 1992; HESS et al., 2008)
para determinar o calor especifico (CV) das proteinas em fungéo da temperatura e a energia

livre pelo numero de contatos F(Q) em fungao da temperatura.

3.2.1. Método Multiplos Histogramas.

O método dos multiplos histogramas ou WHAM (The Weighted Histogram Analysis
Method) (FERRENBERG; SWENDSEN, 1988; FERRENBERG; SWENDSEN, 1989;
KUMAR e at., 1992) é utilizado no calculo de grandezas termodinamicas. Esse método é
uma generalizagdo do método do histograma simples. No método do histograma simples
fazemos a simulagdo em uma unica temperatura e montamos um histograma de energia
que mede a probabilidade de uma energia ocorrer em uma certa temperatura. Para
sistemas maiores a simulacdo em uma unica temperatura nao é suficiente para varrer todo

espaco conformacional. E preciso o uso de varios histogramas.

A funcao probabilidade para as temperaturas T e T’ sdo dadas abaixo.

Q(E, ~BE

Po(E,Q) = 5 ppie (1)
Q(E, ~BIE

Py (E, ) = —nE: Qe (12)

Y EQ(E,Q)eFE

y e . 1 1
onde B e B’ sao respectivamente — e
kgT kgT!

e Q(E, Q) é a densidade de estados obtidos
através das simulacoes.

Fazendo se a divisdo da equacao 12 pela 11 obtemos

P.(E,Q)e~EB' - B
Pg,(E,Q) = at Q)Z;, (13)

2

onde Zg = Y EQ(E,Q)e™? eZg = YEQ(E, Qe PE
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A equacgao da probabilidade para uma temperatura T’ € dada por:
PBI(EJ Q)
_ Py(E, Qe EFP (14)
X EPy(E, Qe EE' R

Q(E, Qe "
X EQ(E, Q)eFF

(15)

PB(EJ Q) =

Para o calculo de Pgz(E,Q) é necessario o calculo da densidade de estados. Para uma
simulagao k.
Ok (E, Q) = Ni(E, Q)eFrE~fi) (16)
fie = BrAx (17)

Onde Nk € o valor tirado do histograma em E. Ak € a energia livre do sistema durante a
simulacéo k.
B InZ (18)
T B
Z é a funcéo particao.

A densidade de estados Q(E, Q) é dada por uma média ponderada das densidades

de estados Q. (E, Q) (k = 1,2,3,...,R) obtidas por simulagdes.

Q(E, Q) = ijle(E, Q)% (E, Q) (19)
R
D wiEQ=1 20)
j=1

O conjunto de pesos que produz a melhor estimativa de Q(E, Q) é obtido minimizando o

erro estatistico §2Q(E, Q). Para minimizar o erro apresentado por Ferrenberg and Swendsen

(SWENDSEN, 1993), as derivadas parciais X@ (i=1,2,3,...,R) sdo igualadas a zero,

X
resultando nas equagdes do método do multiplo histograma.
AN (E, Qe

R (E, Q)eUT~FB) 21)

PB(EJ Q) =



52

onde

e fi= ZE Ps; (E, Q) (22)

4. Resultados e Discussao.

Ao fazer as simulagdes computacionais com as proteinas em estudo, foram
observadas as dependéncias com a temperatura em que era realizada a simulagao nas
proteinas Cold Shock (Figura 19). Mesmo apresentando varios grupos similares entre as
proteinas (Figura 20), as mesmas apresentaram pontos de T distinto entre elas, sendo

notado esta similaridade no alinhamento realizado entre as proteinas.

Figura 21 - Contatos nativos (Q) em fungéo do tempo.
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A figura 21 dos Contatos nativos (Q) em fun¢éo do tempo computacional em unidades reduzidas do Gromacs:
Neste gréfico, o qual foi normalizado para mais facil visualizagdo, pode-se observar a fragdo dos contatos
nativos de uma proteina em fungéo do tempo, a regido verde estd acima da temperatura de enovelamento,
onde os contatos nativos sdo minimos, ou seja, a proteina esta desnovelada, na parte preta do grafico
corresponde a temperatura abaixo, onde os contatos nativos sdo maximos, ou seja a proteina se encontra
enovelada, ja a regido vermelha do grafico corresponde ao Tf de cada proteina. Nessa temperatura a fragdo
de contatos nativos varia do seu minimo para seu maximo, ficando em um estado de transi¢éo, se enovelando
e desenovelando.
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Foi calculado a capacidade térmica (Figura 22-B) em que se nota a variagao de valor
para cada uma das proteinas em estudo, demostrando assim que a variagao de apenas
parte dos aminoacidos de uma cadeia pode causar alteracdes de suas propriedades, onde
a Cold Shock Hipertermofilica apresentou a maior Tf, sendo por volta de 1.297 (unidades
reduzidas). Os picos das capacidades térmicas demonstram também que estdo ocorrendo
variagdes devido aos grupos diferentes de aminoacidos entre cada uma das proteinas Cold
Shock Homologas. Os valores de temperatura proteinas Cold Shock através da simulagéo

computacional, corroboram com os dados experimentais (Tabela 4).

Figura 22 — Fracao nativa em fungdo das médias dos contatos nativos (<Q>) e Capacidade

Térmica pela temperatura em unidades reduzidas.
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Fracao nativa pela temperatura: Este grafico, o qual foi normalizado para facilitar a comparagéo entre

as proteinas homologas, apresenta a taxa de variagdo de numero de contatos nativos em funcao da



54

temperatura, assim pode-se observar que conforme a temperatura aumenta temos uma queda sutil no nimero
de contatos nativos até que a proteina alcance a Tf, ou seja, em seu estado de transigcdo. Nesse momento a
queda do numero de contatos nativos € brusca até que a proteina se desnatura completamente fazendo com
que a curva fica praticamente retilinea com variagdes de contatos nativos muito pequenos, assim os contatos
nativos ficam minimos. Neste grafico pode-se observar que a Tf temperatura aumenta gradativamente para

cada proteina.

Tabela 5 — Temperatura de enovelamento tedrico e experimental

1,156 40

1,205 52
1,222 7
1,297 80

Na tabela 4, temos os valores da temperatura de transicdo em unidades reduzidas
bem como a temperatura experimental (LEE et al., 2013), aqui também chamada de Tf, é
considerada a temperatura de equilibrio na qual metade das proteinas permanece na sua
forma nativa, e a outra metade das proteinas esta desnaturada. Do valor de Tf, pode-se
avaliar a estabilidade térmica da proteina, pois quanto maior for a temperatura necessaria
para atingir um estado de entropia preponderante as forgas quimicas de estabilizagao,
maior sera a sua estabilidade na conformacao nativa.

Na reagao de enovelamento de proteinas € empregado a coordenada de reagéo Q,
que corresponde a fracdo de contatos nativos formados na estrutura. Para monitorar a
termodindmica do sistema, deve-se agrupar as configuragdes obtidas durante uma
simulagdo como uma fung¢ao de Q. Sendo assim, o parametro Q representa a quantidade
de contatos correspondentes na forma nativa, demonstrando-se como uma boa medida do
grau de semelhanga com a estrutura nativa (CLEMENTI; NYMEYER; ONUCHIC, 2000).

Nota-se que, por meio do perfil de energia livre em funcdo de Q, se torna de facil
localizagao os agrupamentos desenovelados, enovelados e o estado de transicdo, como é
mostrado na Figura 23. Por estes modelos considerarem as sequéncias nao-frustradas,
eles podem ndo gerar as mesmas energias das proteinas reais, assim como o valor das
alturas de barreira e a estabilidade dos estados intermediarios; porém ha uma 6tima
concordancia com resultados experimentais (CLEMENTI; NYMEYER; ONUCHIC, 2000).

As energias livres foram medidas em unidades de koTr a qual é denominada

temperatura de transi¢do do estado desnovelado para enovelado. Para um curto tempo de
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enovelamento, mesmo apresentado uma barreira termodindmica baixa, a energia térmica
ko T sobre a sua velocidade néo pode ser desprezada.

Essas variacbes em energia livre nos estados nativo desenovelamento e
enovelamento sao evidenciadas na figura 23, onde os perfis de energia livre em fungao dos
contatos nativos (Q) na temperatura de enovelamento (Tf) obtidos com as simulagdes em
modelo baseados em C-a. Onde temos a transicdo do estado enovelado para o
desnovelado, quando a proteina tem energia suficiente para romper esta barreira de
energia livre, trocando assim de estado desnovelado para o estado enovelamento de menor
energia.

Figura 23 — Energia livre em fungao dos contatos nativos (Q) na temperatura de

enovelamento Tf.

— Psicrofilica
— Mesofilica
—— Termofilica

7 — Hipertermofilica

oS

Energia Livre F(Q/K,T)

04 05 06
Contatos Nativos, Q

Os perfis de energia livre em fungao da coordenada de reagao fragdo de contatos nativos (Q) na temperatura
de enovelamento (Tr) obtidos com as simulagdes em modelo C-a para as proteinas. Utilizou-se Trcomo
parametro definido através da temperatura no pico de calor especifico de cada proteina simulada. Essas s&o
proteinas com nenhuma ou baixissima barreira de energia livre no estado de transigao.
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5. Conclusao.

Este trabalho procurou compreender a termoestabilidade das proteinas Cold Shock
homologas avaliando assim as suas estabilidades frente a variagdes de temperatura, sendo
empregados para isso modelos simplificados de simulagodes.

Conclui-se que por meio de estudos tedricos, é possivel discutir um pouco das ideias
que norteiam a busca pela compreensao da termoestabilidade das proteinas, com base em
conceitos descrito na literatura sobre as proteinas homologas (SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003; SILVA, 2007). Também pode-se destacar os aspectos gerais que
sdo realizados em uma simulacdo computacional, que foi utilizado para as proteinas Cold
Shock homologas (PERL et al., 1998; PHADTARE; ALSINA; INOUYE, 1999; ULUSU,;
TEZCAN, 2001), que foram Proteina Cold Shock da bactéria Bacillus subtilis (Bs-CspB),
Proteina Cold Shock da bactéria Bacillus caldolyticus (Bc-Csp), Proteina Cold Shock da
bactéria Listeria monocytogenes (Lm-Csp) e Proteina Cold Shock da bactéria Thermotoga
maritima (Tm-Csp).

A analogia apresentada é uma aceitavel confirmagéo do modelo usado na simulagao
computacional corroborando com o experimental, onde a proteina que apesenta maior
estabilidade termodindmica foi a Proteina Cold Shock da bactéria hipertermofilica
Thermotoga maritima (Tm-Csp), confirmado pelos dados experimentais (LEE et al., 2013).
Sendo assim, o modelo baseado em estrutura, e a utilizagdo apenas dos carbonos-a
mostrou-se bem eficiente para investigar proteinas in silico.

Obtendo assim uma correlagao entre o modelo apresentado neste trabalho e a
simulacao tanto experimental e computacional convergiram em grande acordo.

Outra variavel de extrema importancia foi a dos contatos nativos pelo tempo
computacional onde obtivemos valores diferenciados entra as quatro proteinas em estudo.

Por fim, todos os objetivos propostos no inicio deste trabalho foram alcang¢ados, além
de que os resultados aqui obtidos apresentam grande relevancia para area de estudo.

Para possiveis trabalhos futuros poderiamos verificar uma ou mais alteracées na
sequéncia de AA das proteinas, onde alteraria seus mecanismos de enovelamento e
desenovelamento, aumentando ou diminuindo assim a sua temperatura de enovelamento,

como os seus contatos nativos, dependo da possivel aplicagdo dessas proteinas.
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