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RESUMO  
 

 

A ausência de metais ligados (proteína Apo) e mutações na enzima superóxido 

dismutase humana (SOD1) tem sido associado com a doença Esclerose Lateral 

Amiotrófica (ELA). A ELA é uma doença neurodegenerativa, que causa a morte de 

neurônios motores, tanto do córtex cerebral quanto da medula espinhal, levando o 

portador a um estado avançado de atrofia muscular. Acredita-se que, no mundo, a 

prevalência de ELA seja de 3-8 portadores para cada 100 mil habitantes.  Utilizando 

o modelo baseado em estrutura, e modificando a energia de interação entre resíduos 

de aminoácidos do sítio de ligação ao metal, e entre a ligação dissulfeto C57-C146, 

detectamos diferenças entre o enovelamento do monômero apo e holo, nas formas 

oxidada e reduzida, da SOD1. A presença de íons metálicos claramente diminui a 

barreira de energia livre e também sugere que o caminho de enovelamento sofra 

mudanças para atingir o estado nativo. A cinética de enovelamento das formas apo 

também se correlaciona com a quantidade de barreira de energia livre no processo de 

enovelamento. Além disso, a estabilidade do estado nativo é significativamente 

afetada pela ausência de íons metálicos. Quanto à ligação dissulfeto, os resultados 

mostram que a sua ausência diminui a estabilidade da estrutura nativa e afeta menos 

o estado de transição, sugerindo que esta seja feita tardiamente no processo de 

enovelamento. Além disso, investigamos o efeito da concentração no enovelamento 

do dímero, e, incluindo simulações com o método ABF, buscamos elucidar algumas 

questões sobre o processo de dimerização da SOD1 na presença e ausência de 

metais. 

 

Palavras–chave: modelo baseado em estrutura, SOD1, ELA, Método de força 

adaptativa. 

 

 
 
 
 



 

 

 

 
 

 

 
ABSTRACT 

 

 

The absence of bound metals (Apo protein) and mutations in the Cu-Zn Human 

Superoxide Dismutase (SOD1) have been associated with Amyotrophic Lateral 

Sclerosis (ALS) disease. ALS is a neurodegenerative disease, which causes the death 

of motor neurons in both the cerebral cortex and the spinal cord, leading to an 

advanced muscle atrophy state. It is believed that in the world, the ALS prevalence is 

3-8 per 100,000 inhabitants. Using a structure based-model and modifying the energy 

of interaction between amino acids residues in the metal-binding site and between the 

disulfide bond C57-C146, we detected differences between the folding of the apo and 

holo, oxidized and reduced monomeric SOD1. The presence of metal ions clearly 

decreases the free energy barrier and also suggests that the folding pathway may 

change to reach the native state. The kinetics of folding of the apo forms also correlates 

with the amount of free energy barrier in the folding process. In addition, the stability 

of the native state is significantly affected by the absence of the metal ions. As 

regarding to the disulfide bond, the results show that its absence decreases the stability 

of the native structure and affects less the transition state, suggesting that it is possible 

made late in the folding process. Futhermore, we investigated the effect of the 

concentration on the dimer folding process, and including all-atoms simulations and 

ABF method, we search to elucidate some questions about SOD1 dimerization 

process. 

 

Keywords:  structure-based model, SOD1, ALS, Adaptive Biasing Force. 
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Caṕıtulo 1

Introdução

Grande parte das transformações moleculares envolvidas no metabolismo celular

são mediadas via catálise protéica. As protéınas, além de desempenharem funções

cataĺıticas, também exercem funções estruturais e regulatórias nas células (1). É de

grande valia o conhecimento da estrutura protéica para inferirmos aspectos relacionados

a função desempenhada por cada protéına, porém, além dos parâmetros estruturais,

também é de suma importância o conhecimento dos fatores f́ısico-qúımicos que regulam

o processo de estruturação das protéınas. Para desempenharem uma função biológica

nas células, as protéınas devem se moldar em uma estrutura tridimensional funcional,

chamada de estrutura nativa (1). O mecanismo, que as levam de uma estrutura linear

primária até uma estrutura funcional, é chamado de enovelamento.

Nas últimas décadas, a teoria da superf́ıcie de energia tem obtido grande sucesso

em explicar aspectos qualitativos e quantitativos envolvidos no estudo teórico e experi-

mental do enovelamento de protéınas (2–9). Nesta teoria, conceitualmente, a superf́ıcie

de energia possui uma forma afunilada, como representada na Figura 1.1. Utilizando

conhecimentos termodinâmicos, considera-se que no topo deste funil de energia há

uma alta entropia conformacional dada a grande quantidade de estruturas desenovela-

das posśıveis para uma mesma protéına. A medida que a protéına começa a se enovelar

e formar contatos entre pares de reśıduos de aminoácidos que diminuem a sua energia

global, temos que esta começa a ser direcionada para o estado nativo, mı́nima energia

do sistema, passando por estados parcialmente enovelados (10).

Para conseguir se enovelar em um tempo hábil para desempenhar uma função

biológica, a superf́ıcie de energia deve ser ı́ngrime o suficiente para que a protéına con-

siga passar por algumas rugosidades e mı́nimos locais (5, 12–16), ocasionados devido ao

que chamamos de frustração (12). A frustração energética em protéınas acontece de-

vido a impossibilidade de satisfazer de forma concomitante todas as interações que são

8



Figura 1.1: Diagrama esquemático do relevo da superf́ıcie de energia. Esquerda:
Funil de enovelamento com alta entropia conformacioal no parte superior, e baixa energia e
entropia na parte inferior, onde está localizada a estrutura nativa das protéınas. Direita: Per-
fil de energia livre em função da fração de contatos nativos Q formados. Qu = Conformação
desenovelada. QTS = Conformação no estado de transição. Qf = Conformação enovelada.

Fonte: Figura adaptada de Oliveira et al (11).

energeticamente favoráveis para o enovelamento (17–20), de tal forma que a protéına

necessite fazer alguns contatos entre pares de reśıduos de aminoácidos que terão de

ser desfeitos ao final do processo. Estes contatos, por não estarem presentes na es-

trutura nativa, são chamados de contatos não-nativos. Apesar da evolução natural

das protéınas ter sido responsável por fazer com que o estado nativo seja minimamente

frustrado (17–19, 21, 22), estudos têm mostrado que um pouco de frustração energética

pode favorecer o processo de enovelamento (23–25), principalmente nas protéınas que

formam mais contatos não-nativos no estado de transição, do que nos estados deseno-

velados (Para maiores detalhes, veja artigo no Apêndice B).

O aprofundamento dos prinćıpios envolvidos no processo de enovelamento das

protéınas podem ajudar no fornecimento de respostas para alguns dos problemas da

genômica e da biotecnologia, como por exemplo no desenho consistente de fármacos e

enzimas, assim como na compreensão de mecanismos que podem ajudar no controle

de doenças genéticas (26) e neurodegenerativas, incluindo as doencas de Alzheimer,

Parkinson e Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) (24, 27, 28). A ELA, por exemplo, é

uma doença neurodegenerativa que causa a perda dos neurônios motores, levando seus

portadores a ficarem incapazes de realizar qualquer tipo de movimento voluntário, tal

como andar, falar e engolir. Acredita-se que por ano, no mundo, surja de 2-3 novos

casos de ELA a cada 100 mil habitantes (29).
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Mais de 100 tipos de mutações na enzima SOD1 têm sido encontradas em pa-

cientes portadores de ELA (27, 28, 30), e falhas no enovelamento da SOD1 têm sido

relacionadas com a formação de agregados de fibras amilóides. Tais agregados são

t́ıpicos e caracteŕısticos de outras estruturas amiloidogênicas encontradas em outras

protéınas relacionadas com doenças neurodegenerativas (31). A Zn,Cu Human Su-

peroxide Dismutase (SOD1) é uma enzima homodimérica na qual cada monômero é

formado por 153 aminoácidos, um ı́on de zinco e um de cobre (32–34), como repre-

sentada na Figura 1.2. Esta enzima, em sua forma holo nativa, protege as células do

stress oxidativo, catalisando a dismutação do radical superóxido (O−1
2 ) em oxigênio

molecular e peróxido de hidrogênio (35, 36). Os ı́ons de Zn e Cu, além de desempenha-

rem um papel importante na atividade enzimática da SOD1, também atuam de forma

fundamental na manutenção estrutural e na estabilidade da enzima nativa: principal-

mente na manutenção do Loop IV e Loop VII, os quais são resposáveis por formar um

gradiente eletrostático que guia o superóxido até o śıtio ativo.

Figura 1.2: Representação esquemática do homod́ımero da Superóxido Dismutase
de humanos (SOD1). PDB code: 1HL5. As folhas-β 2,3 e 6 estão destacadas em azul. Em
verde temos a região do Loop Eletrostático (Loop VII, reśıduos 121-142 de cada monômero).
As esferas na cor ciano representam o Cα dos reśıduos que se ligam ao cobre e ao zinco.
As esferas amarelas representam os Cα das cistéınas 57 e 146. As esferas em rosa, indicam
a localização dos reśıduos 47 e 117, os quais apresentam um elevado valor-φ (37, 38). As
estruturas secundárias foram identificadas segundo o critério SCOP (39)

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Em sua forma nativa, holo e com a ponte dissulfeto entre a C57 e C146 oxidada,

a SOD1 é altamente estável, apresentando temperaturas de enovelamento superiores a

90oC (40), assim como tem sido mostrado por experimentos envolvendo desnaturação

qúımica ou térmica. Mutantes da SOD1 que perdem a capacidade de se ligar aos me-

tais (36, 41–44) apresentam uma estabilidade menor, reduzindo a sua temperatura de
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melting para valores em torno de 52oC. Acrescido a este fato, na ausência da ponte

dissulfeto entre as cistéınas 57 e 146, a SOD1 apo fica ainda menos estável, com tem-

peratura de enovelamento da ordem de 42oC, e se mostra mais proṕıcia a permenecer

na forma monomérica (45, 46).

Assim como outras metaloenzimas ou protéınas oligoméricas, os mecanismos

de enovelamento da SOD1 têm se tornado um problema complexo para se estudar

devido ao seu longo processo de maturação pós-traducional (47), como por exemplo: a

dimerização, a formação de pontes dissulfeto, e a inserção dos metais. Apesar de todas

essas dificuldades, a superóxido dismutase humana têm sido intensamente investigada

nas últimas décadas. Um grande número de publicações têm mostrado evidências que

mutantes da SOD1 podem agregar e levar ao desenvolvimento da Esclerose Lateral

Amiotrófica. No entanto, ainda há na literatura discussões a respeito do que pode

estar causando a doença: se é a formação dos agregados, ou da perda de função da

SOD1, pois, além das mutações, a ausência dos ı́ons de cobre e zinco também têm sido

associados como posśıveis agentes para o comportamento patogênico da enzima (28).

Medidas de atividade enzimática indicam que cada monômero da SOD1 traba-

lha de forma independente um do outro quando a protéına está em sua forma dimérica

nativa (48), porém, a atividade enzimática do d́ımero é em torno de uma ordem de

grandeza maior do que quando cada monômero atua de forma isolada (49, 50). Neste

caso, o fato dos monômeros conseguirem desempenhar suas funções quando estão iso-

lados, e trabalharem de forma independente quando estão juntos no d́ımero, fizeram

surgir algumas questões à respeito do porque a SOD1 seria uma protéına dimérica (50).

Por que a natureza produziria um d́ımero feito de dois monômeros idênticos que tra-

balham de forma independente? Além disso, outras questões envolvendo: a presença

da formação de pontes dissulfeto, o papel dos metais e como eles podem afetar o pro-

cesso de enovelamento, assim como a presença de estados intermediários, são elementos

relevantes no estudo do enovelamento da SOD1 descrito neste trabalho.

A técnica de Dinâmica Molecular têm sido utilizada nas últimas décadas para

ajudar na compreensão de alguns problemas enquadrados pela F́ısica Biológica, e o

entendimento dos mecanismos de enovelamento de metaloprotéınas diméricas têm sido

parte deste grande desafio. Simulações computacionais tem nos ajudado a obter um

maior conhecimento à respeito de como as protéınas se enovelam (15, 26, 51–53), e

o uso de modelos simplificados que levam em consideração a teoria da superf́ıcie de

energia, tais como o Modelo Baseado em Estrutura (SBM)(4, 54), tem sido capazes de

capturar algumas caracteŕısticas essenciais do problema de enovelamento de protéınas

(11, 23, 25, 54, 55). Tais modelos, apesar de serem simplificados, apresentam boa

concordância com outros modelos e métodos, anaĺıticos ou experimentais (2–5, 12, 56–
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59).

Neste estudo, utilizando uma simplificação do SBM, o SBM-Cα, nós buscamos

compreender quão bem estes modelos simplificados conseguem capturar o comporta-

mento termodinâmico e cinético envolvido no enovelamento da SOD1, elucidando di-

ferenças entre o enovelamento do monômero na forma holo, apo, reduzida ou oxidada.

Além disso, ainda utilizando o SBM-Cα, investigamos o efeito da concentração proteica

no enovelamento do d́ımero, e utilizando técnicas de simulação computacionais mais

complexas, inclúındo simulações com todos os átomos e solvente expĺıcito, analisamos

o efeito da presença e da ausência dos metais no processo de dimerização.

12



Caṕıtulo 6

Conclusões

As simulações realizadas neste trabalho elucidaram alguns efeitos que a presença

dos metais podem causar no enovelamento e dimerização da SOD1. Podemos concluir

e reponder a primeira pergunta do nosso objetivo indicando que os metais, Zn e Cu,

em concordância com a formação do śıtio metálico, auxiliam a protéına a se enovelar,

diminuindo a barreira de energia livre. Tal fato indica que eles podem já se ligar

na enzima ainda desenovelada, uma vez que esta região se mostrou estar formada já

nos primeiros estágios do enovelamento. Neste caso, além de auxiliar a protéına a se

enovelar, os metais também são responsáveis por conferir uma maior estabilidade para

o estado nativo. A formação precoce do śıtio metálico mostrou interferir diretamente no

caminho de enovelamento seguido por cada monômero, o qual se torna menos espećıfico.

A ausência dos metais, além de retardar o processo de enovelamento, indicou que nesta

condição, é maior a probabilidade da SOD1 visitar conformações de transição que

podem levar a protéına a formar estruturas patogênicas, tais como as folhas-β 2, 3, e

6.

De uma forma geral, a barreira de energia livre para o enovelamento do monômero,

apesar de ter um caráter entrópico, mostrou ser dominada pela entalpia, uma vez que

poucos contatos nativos estão sendo realizados no estado de transição. Tanto a en-

talpia, quanto a variação de entropia conformacional se mostraram importantes para

elucidar o papel da ponte dissulfeto no enovelamento de cada monômero. A formação

da ponte dissulfeto intracadeia entre as cistéınas 57 e 146, se mostrou importante para

garantir a estabilidade do estado nativo de cada monômero, diminuindo a energia do

ensemble nativo. O caso com ponte dissulfeto conformacional nos oferece a hipótese de

que in vivo a ponte dissulfeto seja feita apenas após o estado de transição, não sendo

responsável por auxiliar a protéına a superar a barreira de energia livre. Porém, a

formação precoce da ponte dissulfeto foi responsável por uma pequena modificação na
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posição e na altura da barreira de transição no caso apo, indicando que na presença

da ponte dissulfeto oxidada, temos um menor custo entrópico de enovelamento, o qual

a protéına reduzida tenta compensar formando mais contatos nativos (diminuindo a

entalpia do sistema) para se enovelar. A ausência da ponte dissulfeto, associada com

a falta dos metais, também pode favorecer um processo de misfolding, uma vez que o

caso apo reduzido mostrou ter maior probabilidade de formar regiões da SOD1 com

alta propensão de formar agregados. Valores experimentais de estabilidade, de com-

pactação da cadeia, e de cinética de enovelamento, corroboram nossos dados e a forma

como foi encontrada a temperatura ambiente em unidades reduzidas.

O enovelamento da SOD1 se mostra dependente das condições de concentração

de protéına. O aumento da estabilidade em alta concentração de protéına pode es-

tar associado com a não formação do estado 2M, uma vez que a região da interface,

altamente hidrofóbica, reduz a sua área acesśıvel ao solvente quando esta se enovela

de forma concomitante com a cadeia. Além disso, formar a interface de forma con-

comitante com o enovelamento da cadeia mostrou acelerar a cinética de formação do

d́ımero em 15 vezes, diminuindo a exposição dos reśıduos da interface ao meio. Atingir

o mesmo valor de taxa de desenovelamento em uma temperatura 4.2% maior, indica

que o d́ımero da SOD1 é mais estável do que o monômero isolado, podendo ser essa

uma das razões para a enzima atuar como d́ımero.

Os dados de taxa de desenovelamento, de perfil de energia livre obtidos pelo

ABF, e os de flutuações nos reśıduos das simulações livres, indicam que a SOD1,

apesar de ser formada por dois monômeros que trabalham de forma independente, tem

na sua forma dimérica a sua conformação mais termodinamicamente e estruturalmente

estável. A formação dos contatos de reśıduos de aminoácidos entre as duas cadeias,

não só reduz a área acesśıvel ao solvente nestes reśıduos da interface, como também

interfere na flutuação dos reśıduos ao longo da cadeia, uma vez que na presença da

interface nativa, a flutuação da cadeia foi menor. O d́ımero mostra ser a estrutura

mais estável mesmo na ausência dos metais, porém, a presença dos metais, também

afetam o processo de dimerização. Os metais são responsáveis por diminuir a barreira

de energia livre para os dois monômeros se dimerizarem, além de dificultar o processo

de separação entre as duas cadeias, dando mais estabilidade para o d́ımero nativo, e

desestabilizar a formação de estados intermediários, os quais se mostraram formados

por d́ımeros não-nativos.
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313:171–180.

57. Chavez, L. L., J. N. Onuchic, and C. Clementi. 2004. Quantifying the roughness

on the free energy landscape: Entropic bottlenecks and protein folding rates. J.

Am. Chem. Soc. 126:8426–8432.

58. Snow, C. D., E. J. Sorin, Y. M. Rhee, and V. S. Pande. 2005. How well can

simulation predict protein folding kinetics and thermodynamics? Annu. Rev.

Biophys. Biomol. Structure. 34:43–69.

59. Chu, X., L. Gan, E. Wang, and J. Wang. 2013. Quantifying the topography of

the intrinsic energy landscape of flexible biomolecular recognition. Proc. Natl.

Acad. Sci. USA. :201220699.

60. Karplus, M., and J. A. McCammon. 2002. Molecular dynamics simulations of

biomolecules. Nat. Struct. Mol. Biol. 9:646–652.

61. Steinbach, P. J., and B. R. Brooks. 1993. Protein hydration elucidated by mo-

lecular dynamics simulation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90:9135–9139.

62. Verlet, L. 1967. Computer experiments on classical fluids. i thermodynamical

properties of lennard-jones molecules. Phys. Rev. 159:98–103.
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