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Resumo

O estudo de mecanismos no enovelamento de proteinas permite extrair importantes
informacgoes sobre o funcionamento de sistemas biologicos, assim como prospectar condigoes
andmalas devido modificagoes como mutagcoes e glicosilagoes. Neste trabalho, utilizamos
modelos simplificados para estudar dois problemas diferentes envolvendo o enovelamento
de proteinas: (I) a indicag@o de estados metaestéveis da proteina GRB2, apontados por
meio de avaliagoes experimentais e (II) a influéncia das modificagoes pos-traducionais
(glicosilagoes) no perfil de enovelamento. A GRB2 é uma proteina multidominios relacionada
com interagoes e regulacao de vias dentro da célula, estruturalmente é formada por dois
dominios SH3s flanqueados por um dominio SH2. Os estudos computacionais permitem
descrever possiveis caminhos para o enovelamento, inclusive com a diferenciacao na ordem
de formacao dos dominios. Complementarmente, mostramos a relagao entre delegao do
dominio SH3 N-terminal para com o seu relevo e funil de energia, validando e linkando com
resultados de estabilidade térmica ja estabelecidos previamente. Ao analisar as diferencas
entre o enovelamento de cada dominio separadamente e constituindo a proteina completa,
foi verificado pequenas diferencas no processo onde os efeitos da comunicagao entre dominios
fica evidenciada. No estudo da influéncia das modificagoes pos-traducionais (glicosilagoes)
no perfil de enovelamento para proteinas depositadas no PDB, modelamos as glicosilacoes
de acordo com mnossos parametros de ajuste, simulamos o processo de enovelamento e
calculamos aspectos termodinamicos estatisticos como Calor Especifico e Perfil de Energia
Livre para cada sistema. Dentre seus resultados, notamos que a presenca da glicosilacao
pode influenciar diretamente no enovelamento em alguns casos especificos, alterando graus
de flexibilidade, estabilidade térmica e a importancia de alguns residuos para construgao do
“ensemble” de transicao. Descrever esses mecanismos é um ponto de partida para diversos
outros estudos e metodologias que interfiram diretamente nos problemas relacionados com
essas proteinas, como por exemplo transporte e desenho racional de farmacos, mutacoes

para especificidade de interacao e estabilidade.

Palavras chaves: Enovelamento de proteinas. GRB2. Mudangas Conformacionais.

Glicosilagoes.



Abstract

The study of mechanisms of protein folding allows us to extract important information
about functions of biological systems, as well as to prospect anomalous conditions due to
modifications such as mutations and glycosylations. In this work, we used simplified models
to study two different problems involving protein folding: (I) evidences of metastable states
of the GRB2 protein, indicated by means of experimental evaluations and (IT) the influence
on the energetic profile of folding in post-translational modifications (glycosylations).
Growth factor receptor bound protein 2 (GRB2) is a multidomain protein related to
interactions and regulation of pathways within the cell, structurally it is formed by two
SH3s domains flanked by an SH2 domain. Computational studies allow us to describe
possible paths for folding, including differentiation in the order of formation of domains.
In addition, we show the relationship between deletion of the N-terminal SH3 domain
and energy funnel, validating and linking it with previously established thermal stability
results. When analyzing the differences between the folding of each domain separately
and constituting the complete protein, it was verified small differences in the process
where the effects of communication between domains is evidenced. In the study of the
influence of post-translational modifications (glycosylations) on the folding profile for
proteins deposited in the PDB, we modeled the glycosylations according to our adjustment
parameters, simulated the folding process and calculated statistical thermodynamic aspects
such as specific heat at constant volume and Energy Profile Free for each system. Among
their results, we noticed that the presence of glycosylation can directly influence the folding
in some specific cases, changing degrees of flexibility, thermal stability and the importance of
some residues for the construction of the transition ensemble. Describing these mechanisms
is a starting point for several other studies and methodologies that directly interfere with
problems related to these proteins, such as transport and rational drug design, mutations

for interaction specificity and stability.

Keywords: Protein Folding. GRB2. Conformational Changes. Glycosylation.
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dominios. B) Calor Especifico a volume constante e fragao de contatos, mostrando
a temperatura de transigao (dado em unidades reduzidas). C) Energia Livre em
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Rota de enovelamento e Formagao de contatos ao longo do enovelamento. (A)
Perfil de Energia Livre. (B) Formagao dos contatos separados por dominios. Cada
cor representa os contatos dentro de um determinado dominio (vermelho - SH3N,
preto - SH2 e verde SH3C), as porcentagens calculadas mostram quanto de cada
um desses dominios estao formados de acordo com a coordenada de reacao dos
contatos nativos. (C) Rota de enovelamento R(Q) que é calculada acompanhando
a coordenada de reagao () (contatos nativos) ao longo da dinamica. Os dois picos
mostram que nesses pontos ha uma recorréncia na formagao de uma determinada

estrutura. . . . . . L L e e e e e e e s e e e

Probabilidades de formagao de contatos e Funil de estruturas. Funil de estruturas,
construido utilizando as estruturas retiradas da dindmica de enovelamento. Cada
ponto representa uma configuragdo conformacional e as distancias entre os pontos
determinam a similaridade entre elas. Esse funil é colorido de acordo com
a fracao normalizada dos contatos nativos (QGRB2). Para complementar os
resultados, é mostrado os mapas de contato, destacando os ensembles com cada
mapa correspondente. Os mapas foram coloridos de acordo com a probabilidade
de formacao de contato (Pij). passando de poucos contatos formados e dominios

desdobrados (azul) para contatos formados e dominios dobrados (vermelho).

Caminhos de minima energia. A) Superficie de energia livre construida utilizando
os contatos de cada dominio de GRB2 como coordenadas de reacao. Os valores de
Energia Livre seguem a escala da barra de cores apresentada abaixo de 0 (preto)
a 8 (amarelo) normalizados pela temperatura do estado de transi¢ao (Ts). B)
Espaco de fase conformacional de GRB2 visualizado através do ELViM em fungao

dos contatos nativos Q, e com as diferentes rotas destacadas em vermelho e azul.

Delegoes de dominios e efeitos nos caminhos de enovelamento. Estruturas usadas
para dindmica molecular, coloridas de acordo com a estrutura secundaria, com o
verde representando as folhas—/f e laranja para as a-hélices. Os funis de energia
mostram que a delecdo do dominio SH3 Nrgpryinar afeta os ensembles de
estruturas, armadilhando a dindmica no minimo em que ha apenas o CrprymINAL
formado, desestabilizando a formagao do dominio SH2. Ja a delecao do SH3

CrerMmIN AL nao afeta as rotas ou desestabiliza a formacao de dominios.
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Parametros termodinamicos dos dominios de Grb2. Na parte inferior, esta sendo
mostrado a curva de calor especifico pela temperatura em unidades reduzidas, os
valores destacados para cada curva referem-se a temperatura do pico e também ao
valor utilizado para céalculo da curva de energia livre mostrado na parte superior
da imagem. A coordenagao de reagao utilizada sdo os contatos nativos (Q), o qual
permite acompanhar as estruturas formadas ao longo do enovelamento. Também
sao mostrados cada dominio coloridos por suas estruturas secundéarias: em roxo
as folhas betas, laranja hélice alfas e cinza random coils, e seus nomes com cores

referentes a cada curva nos graficos de CV e Energia Livre. . . . . . . . . . ..

Rotas de enovelamento dos dominios de GRB2. Estao sendo mostradas as rotas dos
3 diferentes dominios de GRB2 isolados e fazendo parte do mondémero. Para os casos
de SH3 Nygryminar € SH2 o perfil no inicio das curvas diferem, tendo um valor
mais alto para as curvas que representam os dominios ligados (monoémero). Isso é
explicado peloa fato de que as pontas C-terminais estao presas quando nessa forma,
diminuindo o grau de liberdade das possibilidades e consequentemente aumentando
a especificidade na formacao das estruturas. Ja para SH3 Cregrarnvar, hd uma

alterag@o nessa especificidade no intervalo médio dos contatos nativos. . . . . .

Heterogeneidade na formagao do dominio SH3 Crgryivar- A) Probabilidade na
formacao dos contatos nativos com 50,60 e 70% da estrutura formada utilizando as
dindmicas do mondémero de GRB2 e B) utilizando as dinAmicas do dominio isolado.
Nota-se aqui a formacao conjunta das folhas betas do dominio SH3 Crgarinvar
quando na forma monomérica de GRB2. Quando o dominio encontra-se isolado,
essa formagao nao é heterogénea, sendo necessario a construgao de algumas
estruturas para depois finalizar a ultima beta. Os quadrados destacados no
calculos de 60% podem ser utilizados para uma melhor visualizacao do fendmeno.
As estruturas 3D nos cantos inferiores de cada grafico ajudam a visualizar, sendo
que cada linha entre os 4&tomos representa as interagdes com probabilidade maior

que 50%. . ..

Sitios de ligacao de N-glicosilagoes e O-glicosilagoes. Na figura estao repre-

sentados os dois tipos mais comuns de ligacao dos glicanos em proteinas.
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Estrutura da Proteina CD2. O dominio de adesao da proteina CD2 humana é
representado juntamente com sua glicosilagao. Seus dominios foram coloridos
de acordo com sua estrutura secundaria (azul - folhas betas, vermelho -
hélices alfas e cinza - random coils) e o residuo de ASN65 em que o glicano
¢ ancorado também esta destacado na cor amarela. Os carbonos do glicano

sao coloridos em cinzas com os hidrogénios destacados em vermelho.

Estrutura da Proteina [gG-FC. Também conhecida como Imunoglobulina,
[gG-FC é representado juntamente com sua glicosilagao. Seus dominios
foram coloridos de acordo com sua estrutura secundéria (azul - folhas betas,
vermelho - hélices alfas e cinza - random coils) e o residuo de Asn em que o

glicano é ancorado também esta destacado na cor amarela. Os carbonos do

glicano sao coloridos em cinzas com os hidrogénios destacados em vermelho.

Estrutura da Proteina Erns. A proteina viral Erns é representada juntamente
com suas glicosilacoes. Seus dominios foram coloridos de acordo com sua
estrutura secundaria (azul - folhas betas, vermelho - hélices alfas e cinza -
random coils) e o residuo de Asn em que o glicano é ancorado também esta
destacado na cor amarela. Os carbonos do glicano sao coloridos em cinzas

com os hidrogénios destacados em vermelho.

Modelagem da glicosilagao com o SBM. Um esquema de glicosilagao simples
¢ mostrado, com apenas 4 anéis sendo representados. As esferas nomeadas
com C representam os carbonos da proteina em que esta ligado o agucar,
as nomeadas com G representam o préprio agiicar e os indices indicam os

residuos ou anéis de sacarideos.

Adigao dos parametros na topologia da proteina. Para um esquema como
o que foi mostrado na figura 19, as novas combinagoes de residuos com
a adicao do glicano é representada. Essas combinagoes representam os
novos parametros adicionados no arquivo de topologia e que representam a

presenca do glicano na estrutura proteica.
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Modelagem das proteinas glicosiladas. Na parte superior estao representadas
as proteinas coloridas por suas estruturas secundérias (hélice alfa em laranja,
folhas betas em azul e random coil em cinza) juntamente com as glicosilagoes
em laranja. Na parte inferior, as proteinas j& modeladas por seus carbonos
alfa e glicosila¢oes, em amarelo estao representados as ASN em que estao

ligados as glicosilagoes em laranja. . . . . . . . .. . ... ...

Calor Especifico a volume constante. (A) Calor especifico x Temperatura em
unidades reduzidas das proteinas estudadas. (B) Sobreposi¢ao das curvas
continuas e tracejadas mostrada em A. (C) Fracdo de contatos nativos
para cada uma das proteinas estudadas. Para todos os 3 casos, as curvas
continuas e tracejadas correspondem as estruturas sem e com glicosilagoes
respectivamente. Com a adigao das glicosilagoes, as proteinas PDB ids:
1GYA e 4DWS5 tiveram suas curvas de Cv e Fracao de Contatos desviadas
para a direita, evidenciando um possivel aumento em sua estabilidade

térmica. As sobreposi¢des mostram que nao ha um alargamento das curvas,

descartando hipoteses de cooperatividade provindas da adigao de glicosilacoes. 58

Energia Livre para os casos glicosilados e deglicosilados. (A, B) Perfil de
energia livre para a coordenada de contatos nativos e RMSD respectivamente.
(C) Superficie de energia utilizando a correlagdo de ambas as coordenadas.
Para todos os casos, as curvas continuas e tracejadas correspondem as
estruturas sem e com glicosilagoes respectivamente. As curvas em preto,
representando a proteina CD2, mostra que a adi¢cao da glicosilacao afeta
a barreira de energia livre (vista apenas para a coordenada RMSD) e é
uma transigao de dois estados. Para a proteina Imunoglobulina (curvas em
vermelho), nao ha alteragoes nas barreiras de energia e é uma transi¢ao
passando por um estado semi-enovelado devido a presenca dos dois diferentes
dominios. Por fim, as curvas em azul representam a proteina Erns em que héa
um estado intermediario facilitado pela adi¢ao de glicosilagao e um aumento

na barreira para seu desenovelamento. . . . . .. ... ... L.
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Valores ¢. (A,B e C) Curvas das proteinas com codigo PDB 1GYA, 1TH3W
e 4DWS5 respectivamente. Nessas, as curvas com os valores phi com e sem
glicosilagao sao sobrepostas, mostrando a influéncia da glicosilacao em alguns
contatos. As relagoes entre aumento e diminui¢ao nos valores phi sao mais
evidenciadas nos graficos (A) e (C), destacando-se alguns possiveis residuos

de importancia para o estado de transigao, como mostrado em (D).

Perfil de flutuacao (RMSF). Na esquerda sao apresentados os perfis das
proteinas deglicosiladas e na direita as proteinas glicosiladas. As cores
sao representadas pelas temperaturas das quais foram retirados o perfil de
flutuagao. Nota-se que a glicosilagao teve como efeito preencher os estados

com flutuacoes intermediarias. . . . . . . . . ...

Entropia e Entalpia do sistema. Os valores de entalpia e entropia estao
sendo mostrados para as trés proteinas de interesse. (A,B e C) separam
os resultados das proteinas 1GYA, TH3W e 4DW5 respectivamente. Cada
grafico contém as curvas de Entalpia e entropia, diferenciando-se pela linha
tracejada e continua. E também para cada grafico é apresentado seus valores
tanto na sua forma deglicosilada quanto glicosilada, representados pelas

cores preta e vermelha. . . . . . . ... L
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1 Introducao

1.1 Estrutura e funcao das proteinas

Proteinas sao macromoléculas responsaveis por grande parte dos processos biologicos
em organismos vivos apresentando uma gama de fungoes tais como: regulacao (controlando
as condigOes intra e extracelulares), transporte, recepgao de sinais, construcao de estruturas
celulares (como parte dos musculos e outros tecidos) ou convertendo energia quimica em
energia mecanica (1, 2). O funcionamento proteico e sua importancia celular proporciona

questionamentos sobre os entendimentos desses processos nos ambitos fisico e quimico.

Proteinas sao comumente formadas por 20 diferentes tipos de aminoéacidos, com excecao
a alguns organismos que podem apresentar 22 diferentes tipos de aminoacidos (3), sem
considerar ainda os aminoacidos sintéticos (4). Estruturalmente os aminoacidos sao
constituidos em sua cadeia principal por um carbono, conhecido como carbono alfa (Ca)
fazendo quatro ligagoes covalentes: uma com um atomo de hidrogénio (H), outra com um
grupo amina (NH2), outra com um grupo carboxila (COOH) e outra com um grupo radical

(R) o qual é responsavel por distinguir um aminoacido do outro (1, 2).

A sequéncia de aminoacidos ligados (residuos de aminoacidos) covalentemente formando
uma cadeia polipeptidica é o que chamamos de estrutura primaria de uma proteina. Os
angulos formados pelas ligacoes peptidicas entre os residuos conferem padroes que refletem
em estruturas locais regulares, como as hélices alfas, folhas betas, entre outras, que por
sua vez formam o conjunto conhecido como estruturas secundarias. O rearranjo espacial
tridimensional dos aminoécidos ja com as estruturas secundéarias formadas é chamado de
estrutura tercidria de uma proteina. Essa estrutura é mantida por interagoes nao covalentes
entre aminoéacidos distantes na cadeia como por exemplo: ligacdes de hidrogénios, pontes
dissulfeto, pontes salinas e interagoes hidrofébicas. Por fim, as estruturas quaternarias
sao formadas quando a proteina possui duas ou mais subunidades (estruturas terciarias)
que se agrupam tridimensionalmente, também conhecidas como dimeros, trimeros, etc.
(1, 2). Esses arranjos tridimensionais podem ser resolvidos por técnicas experimentais
(por exemplo cristalografia ou Ressonancia Magnética Nuclear) e geralmente encontram-se

depositados em bancos de dados de proteinas como o Protein Data Bank. (5)
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Figura 1: Estruturas da proteina. A) Exemplo de estrutura priméria da proteina, represen-
tada apenas pela sequéncia de aminoéacidos que formam a proteina. B) Hélice alfa colorida
em laranja e folhas Beta em ciano representando as estruturas secundarias. C) Estrutura
tercidria com folhas betas coloridas em ciano, alfa hélices em laranja e random coils cinzas
formando a estrutura dobrada de um monoémero proteico. D) Dois monomeros ligados
entre si, formando-se uma estrutura dimérica representando o que seria uma estrutura
quaternaria. As estruturas utilizadas para a construcao da imagem foram retiradas de
banco de dados do PDB, utilizando o coédigo 1Z7X.

A
(E—C)— D9 —bsy—6)
B)

C)

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Inicialmente acreditava-se que a sequéncia de aminoacidos e consequentemente a es-
trutura (rearranjo) final de uma proteina era unica e deterministica para a sua funcao.
Entretanto, novos estudos mostram que este paradigma de estrutura-func¢ao nao é absoluto,
pois nas ultimas décadas se tem evidenciado a importancia de sua dinadmica, tanto para
interacao com outras moléculas como até mesmo para fins de suas atividades cataliticas

(6, 7).

O avanco das técnicas e melhoramento nas tecnologias nos estudos de macromoléculas,
tanto tedrico quanto experimental, permite entender que hé diversos fatores que estabelecem
a atividade de uma proteina, como por exemplo interagoes com outras macromoléculas e

rearranjos conformacionais. Motores bioldgicos sao exemplos de proteinas que dependem
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das mudangas conformacionais para que ocorram as suas atividades (8-10). As proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPs) que nao apresentam uma forma tridimensional fixa
mas apresentam funcgoes celulares sao exemplos que mostram que a funcao depende da

dindmica estrutural e ndo somente da estrutura (11).

Nao menos importante, ha também as conhecidas modifica¢oes pos-traducionais (do
inglés, Post-translational modification — MPTS), que sao eventos de processamento covalente
que mudam as propriedades das proteinas por clivagem proteolitica ou por adicao de
um grupo quimico a um ou mais aminoacidos (12). Sao conhecidos mais de 200 tipos
de mudancas, encontradas em todas as espécies e estdo presentes em pelo menos 80%
das proteinas eucariotas. Dentre as MPTs possiveis, alguns exemplos sao: fosforilagao,
acetilagao, metilagao, glicosilagao, pontes de dissulfeto, sulfatacao e ubiquitinagao. E dentre
ao grande numero de atividades, destaca-se a estabilidade proteica, interacoes celulares,
secrecao e fungoes regulatorias (12, 13). Dentre todas essas MPTs apresentadas, destaca-se

aqui as glicosilagoes em proteinas, que seré abordada nos proximos capitulos deste trabalho.

Um mecanismo comum, que envolve todos os processos destacados até entao, é o
enovelamento da proteina. Esse mecanismo é o responsavel por levar a macromolécula do
seu estagio inicial (estrutura primaria) até seu estado funcional (estruturas terciarias ou
quaternarias, dependendo do sistema alvo). Ainda, ha indicativos na literatura mostrando
que as anormalidades desse processo podem estar diretamente ligadas a doencas degene-
rativas como Alzheimer, Huntington e Parkinson (14). Assim, a compreensao de alguns
dos mecanismos biomoleculares ao longo do processo de enovelamento das proteinas tem
sido um desafio para pesquisadores da érea, estando além da relagao estrutura-fungao (15).
Estudos dessa natureza, por vezes, envolvem cientistas de diversas areas do conhecimento
por seu contexto interdisciplinar, evidenciando que a compreensao dos principios e especifi-

cidades que governam tais mecanismos nao sao triviais.
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1.2 Breve histérico e fundamentacao da Teoria de enovelamento

de proteinas: de Anfinsen a superficie de funil

Os mais relevantes questionamentos envolvendo o enovelamento de uma proteina e
seus mecanismos surgiram na década de 60, quando Anfinsen, em seus experimentos de
enovelamento sugere que a sequéncia de aminoécidos carregava informacgoes suficientes para
a proteina alcancar o estado tridimensional funcional da proteina (também chamado como
estado nativo), sendo esse o minimo global da energia livre (16). Esses experimentos foram
realizados controlando a desnaturacao da Ribonuclease Pancreatica Bovina A por meio da
adigao de ureia ao sistema e analisando como as 4 pontes dissulfetos presentes na estrutura
da proteina se comportavam. Anfinsen estabelece entao uma hipotese conhecida como
“Hipotese Termodindmica”, assumindo que as proteinas, em seu estado nativo e condigoes

fisiologicas normais, estao em seu estado de minima Energia Livre.

No final da mesma década, Levinthal questionou a hipétese termodinadmica diante da
inviabilidade temporal de uma busca aleatoria ao longo de todo o espago conformacional,
a fim de encontrar a conformacao de menor energia livre em um intervalo temporal
razoavel, constituindo uma busca incompativel com os requisitos biolégicos (17). Um
exemplo ilustrativo consiste em considerar uma proteina com cem aminoacidos em que cada
aminoacido pode assumir apenas duas configuragoes distintas. Em termos quantitativos,
para essa proteina varrer todo o espago conformacional, assumindo essas duas conformagoes
e assumindo que o acesso a cada conformagao leva pelo menos um picosegundo (tempo de
uma flutuagdo térmica), seria necessario entdo um tempo da ordem de 10'® segundos, que
é comparavel com a idade do universo. Esse dilema ficou conhecido como o Paradoxo de

Levinthal (17).

Motivados pelo paradoxo proposto por Levinthal, novos estudos surgiram associando o
problema do enovelamento com algumas teorias ja conhecidas, como random energy model,
processos de enovelamento por nucleagao ou colapso hidrofébico, spin-glass e energia de

relevo (Energy Landscape) (18-21).

Introduzido no final da década de 80, a teoria de enovelamento de proteinas (18, 21),
entende que o processo de enovelamento compreende uma visao global sobre a superficie
de energia da proteina. Assim assume-se a ocorréncia de um balango entre entropia
configuracional e energia do sistema, que direciona a proteina para o seu minimo de

energia livre, com um relevo de energia similar a um funil (22-25). Assim, o processo de
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enovelamento da proteina pode ser entendido como uma reacao de dois estados podendo

assumir diferentes rotas nessas transigoes.

A teoria de funil de enovelamento assume uma superficie de energia com caracteristica
multidimensional, que permite por seus fundamentos analisar o processo de enovelamento
protéico por meio de uma ou mais coordenadas de reagao. Na Figura 2 é apresentada uma
representacao de superficie de energia afunilada, onde o topo do funil é representado pelas
diversas estruturas possiveis da proteina em seu ensemble desenovelado. Ao longo do corpo
do funil, o namero de conjuntos de estruturas possiveis vai se reduzindo. Esse processo
ocorre até que a proteina alcance o fundo do funil, sendo esse o que chamamos de estado
nativo, ou estado de mais baixa energia, que é nao-degenerado. Essa nova perspectiva do
enovelamento de proteinas nos indica que pode haver um ou mais caminhos no processo de
enovelamento guiados pelo balango energia-entropia do sistema, permitindo inclusive uma

multiplicidade de possiveis rotas (22).

A energia livre F(Q) é um potencial termodinamico escolhido para descrever o balango

da contribuigao energética E(Q) e a contribuigao entropica S(Q) do sistema:

F(Q) =E(Q) -TS5(Q) (1)

A energia livre de Helmholtz é utilizada aqui devido ao emprego do ensemble candnico
(NVT) nos estudos. F(Q) é o parametro que descreve a evolucao do sistema em fungao de

uma coordenada de reacao Q.

A teoria de funil de enovelamento é empregada neste trabalho na modelagem dos

seguintes sistemas e explorando dois temas distintos:

I) a proteina GRB2, uma proteina adaptadora com multidominios, onde sao avaliados
0s mecanismos que se relacionam ao seu enovelamento. Essa é uma proteina de interesse
devido & sua organizagao estrutural em trés diferentes dominios que se contrastam aos
processos biologicos em que ela aparece envolvida, o que sera melhor detalhado no capitulo

1.

Y

II) em relagao as MPTs, em especial as glicosilagbes, com a finalidade de compreender
os efeitos das glicosila¢oes ao longo do processo de enovelamento de proteinas, tema que
ainda é fonte de muitas especulagoes. Assim, é feito um estudo comparativo de trés
proteinas partindo de suas estruturas resolvidas no PDB. Os carboidratos (glicosilagoes)

estao presentes nas estruturas resolvidas e sao modelados para os sistemas conforme seréd
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apresentado na se¢ao de métodos especificos.

Na proxima secao estao descritos os métodos gerais empregados e nos capitulos sub-
sequentes os resultados com detalhamento de métodos especificos quando estes se fazem

necessarios.

Figura 2: Representacao do funil de energia. Ilustracao do funil de estruturas do processo
de enovelamento de uma proteina ao longo da coordenada de reagao Q. Na figura sao
apresentadas as componentes Entropia S(Q) e Energia E(Q). As estruturas desenhadas
a direita representam os respectivos ensembles das condi¢oes nomeadas abaixo com um
ponto indicativo da conformagao no funil.

Entropia, S(Q)

Intermediario

Energia, E(Q)
- §
%)

"\ii_

? @

Natvo

Fonte: Adaptado de (https://en.wikipedia.org/wiki/Folding-funnel) (2023).
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4.8 Conclusoes

A diversidade de efeitos que vem sendo relatado sobre a influéncia das glicosilagoes nos
estudos de proteinas traz consigo uma infinidade de questionamentos biolégicos, bioquimicos
e biofisicos. Aqui neste trabalho, foi explorado por modelos simplificados a influéncia da

glicosilagao no processo de enovelamento para trés proteinas distintas.

Os resultados termodinamicos, com perfis de Energia Livre e calor especifico mostram
que nosso sistema modelado tem resultados diferentes devido a adigao da glicosilagao em
cada proteina. Duas das proteinas estudadas, CD2 e ERNS tém resultados in silico de
aumento em suas termoestabilidade, sendo essas mesmas duas proteinas as quais mostraram
diferencas em nossos resultados teoricos de Calor Especifico. A proteina em que nao se
obteve diferencas tedricas em relacao as temperaturas de transicao, também nao tem

resultados in vivo a respeito de melhoramento térmico.

J& a respeito das energias livres, o tinico perfil com alteracao significativa em nossos
resultados foi o da proteina viral ERNS, em que um estado de transicao foi mais populado
com a adi¢ao da glicosilacao. Ainda que nao haja correlacao sélida, essa é a unica proteina

estudada em que foi mostrado efeitos na secre¢ao in vivo.

Uma segunda analise, utilizando valores ¢, também seguiu a linha de que cada sistema
reage de forma diferente com adigao da glicosilagao. Entretanto, uma conclusao geral de
acordo com dois de nossos trés sistemas estudados, as variagbes mais significativas nos
valores phi ocorrem com a adicao da glicosilacao, i.e, a glicosilagao influéncia aumentando

a importancia de alguns residuos para o enovelamento.

Os resultados encontrados indicam que com uma modelagem simples, como é o Ca
SBM ¢é possivel prospectar os efeitos da glicosilagao em uma proteina, servindo assim como
ferramenta para o desenho racional de caracteristicas desejaveis por meio da insercao de

glicosilagoes.

Os valores de RMSF para cada temperatura simulada juntamente com os valores de
entropia e entalpia ao longo das simulagoes mostram que um dos efeitos da glicosilacao
¢é afetar o balango energético a fim permitir maior liberdade conformacional ao longo do
enovelamento, em acordo com os célculos de valores de phi. Esse ¢ um processo visto em
nossos trés sistemas, ainda que um pouco menos significativo para a IgG1, mas que esta

diretamente relacionado com os resultados anteriores.
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