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RESUMO

Uma das formas de estudar o enovelamento proteico é utilizando o Modelo Baseado em

Estrutura (do inglês: Structure Based Model, SBM). Sua energia potencial é determinada

pelas propriedades geométricas de uma dada estrutura nativa e um mapa que define os

contatos nativos. Esses mapas de contato nativo são responsáveis pela representação das

interações de resı́duos que estabelecem interações atrativas, estabilizando o estado nativo e𝑖𝑗

fornecendo interações de curto alcance. Para tanto, foram estudados três mapas de contato

com amplo emprego na literatura: o mapa de corte para átomos pesados (do Inglês: Heavy

Atom Cut-Offs, CO), o Mapa de Contatos de Sombra (do inglês: Shadow Contacts Map,

SCM), o mapa de Contatos Estruturais (do inglês: Contact of Structural Units, CSU) e

adaptamos o Frustratômetro (do inglês: Frustratometer, Frt) a fim de obter um quarto mapa.

Realizou-se, então, a aplicação desses, para três proteínas diferentes, a Inibidor de

quimotripsina 2 (PDB id: 2ci2) uma proteína com enovelamento robusta e característico para

testes computacionais. A Barnase (PDB id: 1bnr) que contém um processo de enovelamento

constituído de um estado intermediário, e o domínio SH3 (PDB id: 1 FMK) que possui um

caminho de enovelamento determinado experimentalmente. Como resultados, temos que o

SBM demonstra robustez com a troca de mapa de contato. Analisando unicamente pela

coordenada de reação Q como comumente encontrado na literatura, temos que somente o

mapa de CSU consegue capturar o estado intermediário presente na curva de energia livre

para a proteína Barnase e o caminho de formação demonstrado experimentalmente para o

domínio SH3. Porém utilizando diferentes coordenadas de reação nenhum dos mapas atesta o

estado intermediário previsto para a Barnase, indicando que para a simplificação SBM-C ,α

ocorrem perdas significativas de informação. Então, a partir deste verificamos que os mapas

de contato devem introduzir a heterogeneidade entre os resíduos de aminoácidos e interações



de mais longa distância como demonstrado pelo mapa do CSU, de forma a corrigir perdas de

informações causadas pela simplificação do modelo.

Palavras-chave: Mapa de Corte para átomos pesados. Mapa de Contato de Sombra. Mapa

de Contato por Unidades Estruturais. Frustratrômetro. Modelo Baseado em Estrutura.

Enovelamento de Proteínas.



ABSTRACT

One way of studying protein folding is using the Structure Based Model (SBM). Its potential

energy is determined by the geometric properties of a given native structure and a map that

defines the native contacts. These contact maps are responsible for representing the

interactions of residues that establish attractive interactions, stabilizing the native state and𝑖𝑗

providing short-range interactions. For this purpose, three contact maps widely used in the

literature were studied: the Heavy Atom Cut-Offs (CO), the Shadow Contacts Map (SCM),

the Contact of Structural Units (CSU) map and we adapted the Frustratometer (Frt) in order to

obtain a fourth map. These were then applied to three different proteins, the Chymotrypsin 2

Inhibitor (PDB id: 2ci2), a robust and characteristic protein for computational tests. The

Barnase (PDB id: 1bnr) which contains a folding process consisting of an intermediate state,

and the SH3 domain (PDB id: 1 FMK) which has an experimentally determined folding path.

As a result, we have that the SBM demonstrates robustness with the exchange of contact

maps. Analyzing only by the Q reaction coordinate as commonly found in the literature, we

have that only the CSU map manages to capture the intermediate state present in the free

energy curve for the Barnase protein and the experimentally demonstrated formation path for

the SH3 domain. However, using different reaction coordinates, they demonstrated that none

of the maps attests to the intermediate state predicted for Barnase, indicating that for

simplification with only alpha carbons, significant losses of information occur, so that the

contact map should bring heterogeneity to the SBMs, to be able to correct these losses of

information.

Keywords: Heavy Atom Cut-Offs. Shadow Contacts Map. Contact of Structural Units.

Frustratrometer. Structure Based Model. Protein Folding.
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1 INTRODUÇÃO

Proteínas são macromoléculas biológicas, constituídas comumente por 20 diferentes

tipos de aminoácidos que são comumente encontrados na natureza. Elas possuem diversas

funcionalidades, como por exemplo controle e regulação (LEHNINGER, NELSON, COX,

201). Nos aminoácidos que compõem as proteínas, com exceção da glicina, o carbono α

liga-se a quatro grupos diferentes: um grupo carboxila ( ), um grupo amina ( ), um𝐶𝑂𝑂𝐻 𝑁𝐻
2

átomo de hidrogênio e um grupo R (ou cadeia lateral), o qual diferencia os aminoácidos em

tamanho, estrutura e carga elétrica, assim como diferencia os aminoácidos também na

propriedade relacionada com o perfil hidrofóbico.

A estrutura das proteínas é descrita por quatro níveis de complexidade estruturais

comumente definidos (LEHNINGER, NELSON, COX, 2014). Uma cadeia de resíduos de

aminoácidos formada por ligações peptídicas é dita como estrutura primária. Arranjos estáveis

de resíduos de aminoácidos, que formam padrões particulares de estruturas como hélices α

e/ou folhas , são referentes à estrutura secundária. O arranjo tridimensional ou estruturalβ

terciário é formado quando estruturas secundárias interagem através de forças eletrostáticas,

ligações de hidrogênio e/ou dissulfeto e forças de Van der Waals, forças que atuam na

estruturação e enovelamento protéico, ver Figura 1.1. Por fim, duas ou mais subunidades

polipeptídicas formam a estrutura quaternária (dímero, trímero, oligômero, etc).

Compreender o enovelamento proteico, de modo a entender quais aminoácidos são

essenciais para a formação da estrutura torna-se um importante alvo de estudo, visto que

durante processos celulares, muitas vezes o mau funcionamento ou a má formação de

proteínas pode acarretar falhas nos mecanismos de controle e regulação (LEHNINGER;

NELSON; COX, 2014).
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Essas falhas estão diretamente relacionadas ao enovelamento indesejável das proteı́nas

(DOBSON, 2003) e podem causar doenças como fibrose cística (ROSA; DIAS; NOBRE;

MORAIS, 2008), doença de Creutzfeldt-Jakob (popularmente conhecida como doença da

vaca louca) (AZEVEDO; NASCIMENTO; QUINTELLA; ROSSO; MARANHÃO FILHO;

CORRÊA; CHIMELLI; VINCENT; NOVIS, 2001), Alzheimer (SMITH, 1999), diabetes tipo

II (MCLELLAN; BARBALHO; CATTALINI; LERARIO, 2007) e outras, esses estudos não

serão detalhados aqui.

Uma das formas de estudar as proteínas que estão relacionadas a essas doenças e

utilizando os modelos baseados em estrutura, também chamados de modelos do tipo Gō, são

baseados na teoria da superfície energética e no princípio da frustração mínima (melhor

explicado na seção 1.2). São bem-sucedidos em explicar questões fundamentais de, por

exemplo, enovelamento de proteínas, enovelamento de RNA e/ou função de proteica (LUTZ;

SINNER; BOZIC; KONDOV; SCHUG, 2014). Ao mesmo tempo, são computacionalmente

baratos o suficiente para executar simulações complexas. No modelo baseado em estrutura,

seu potencial é altamente dependente de um mapa de contato, no qual este define as

interações nativas da proteína, interações essas que são essenciais para o processo de

enovelamento quando em conjunto com o cálculo de Phi-Values.

Existem três mapas de contato comumente utilizados na literatura e um que aqui foi

proposto. Entendendo que o potencial é altamente dependente do mapa, e que há quatro

formas possíveis de se compreender as interações que ocorrem entre os resíduos de

aminoácidos, se faz necessário um estudo sobre sua influência no processo de enovelamento

protéico.
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Figura 1.1 Representação estrutural da proteína PDB id 1 bnr em sua estrutura primária, secundária e
terciária. As cores e as figuras geométricas indicam a representação unidimensional das estruturas secundárias.
As diferentes letras indicam os diferentes tipos de resíduos de aminoácidos que compõem essa proteína. Em (A),
temos a representação estrutural primária para a Barnase. Em (B) temos a representação da estrutura secundária.
Em (C) temos a representação da estrutura terciária. A informação sobre a estrutura é obtida pelo Protein Data
Bank - PDB, com o código de identificação (PDB ID: 1bnr). As terminações da proteína com início no
N-terminal e final no C-terminal. Em azul é representada a estrutura de hélice α, em verde a estrutura de folhas β
e em cinza claro as regiões sem estruturas definidas, ditas como aleatórias ou random coil. Figura produzida pelo
software Chimera alpha versão 1.16.

Fonte: Elaborado pelo Autor

Na década de 1960, Anfinsen, por intermédio de experimentos de físico-química,

propôs que a sequência de resíduos de aminoácidos continha a informação necessária para

determinar o estado funcional de uma proteína, ou seja, seu estado nativo (ANFINSEN;

HABER; SELA; WHITE, 1961), o que recebeu o nome de hipótese termodinâmica. O

experimento consistiu na desnaturação química da Rnase A (ribonuclease pancreática bovina),
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uma enzima que tem como função facilitar a interação entre o DNA e o RNA das células

pancreáticas dos bovinos. Anfinsen modificou as condições fisiológicas da proteína pela

adição de um agente desnaturante, uréia, de forma a conseguir controlar sua desnaturação por

meio da contagem das 4 pontes de sulfeto presentes na estrutura. Este experimento também

mostrou que ao retornar a condições fisiológicas, i. e., ao retirar o agente desnaturante, a

RNAse A retornava ao seu estado nativo espontaneamente. A partir disso, ele propôs o que

chamou-se de ‘Hipótese Termodinâmica’, que diz que toda informação necessária para

encontrar o estado nativo está contido na sequência de aminoácidos que constitui a estrutura

primária da proteína, de modo que a estrutura tridimensional de uma proteı́na nativa em suas

condições fisiológicas (solvente, pH, força iônica, etc) está em seu estado de mínima energia

livre. Contudo, em 1968, Levinthal, questionou que se a busca pelo estado nativo dá proteı́na

pudesse ser feita de maneira aleatória, esses processos poderiam levar a proteína a procurar

todos os estados possíveis exaustivamente (ZWANZIG; SZABO; BAGCHI, 1992). Para

ilustrar esta afirmação, considere a proteı́na Rnase A, que contém 102 resíduos de

aminoácidos, logo e que cada um desses N resíduos possa assumir duas 2𝑁 =  102

conformações, e cada conformação pode ser acessada a cada 1 picosegundo, então𝑘 =  2

temos:

(1.1)𝑘𝑁 =  2¹⁰² ≈ 10³⁰ ≈ 40 𝑚𝑖𝑙ℎõ𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑜𝑠

Este ficou conhecido como o Paradoxo de Levinthal (FINKELSTEIN, 1997).

Motivado por esse paradoxo, novos estudos foram surgindo associados ao problema do

enovelamento de proteínas, como por exemplo os modelos de rede cúbica, teoria de Spin

Glass, teoria da superfície de energia e o modelo baseado em estrutura.



74

5 CONCLUSÃO

O ponto de partida deste estudo foi entender o modelo baseado em estrutura e como

cada um dos quatro mapas de contatos aqui apresentados, de modo a compreender como os

respectivos caracterizam as interações entre os resíduos de aminoácidos. Posteriormente,

procuramos proteínas com características marcantes em seu processo de enovelamento, e com

amplo estudo na literatura da área, de modo a verificar a influência desses mapas em seus

processos de enovelamento e/ou capturas marcantes.

O número de interações obtidos para cada um dos mapas de contato para cada uma das

três proteínas e seus respectivos resultados termodinâmicos utilizando a coordenada de reação

de fração de contatos nativos (Q), coordenada está comumente utilizada na literatura da área,

demonstraram temperatura de enovelamento, altura da barreira de energia livre e

especificidade da rota de enovelamento diferentes, de modo que apenas o mapa de CSU

consegue capturar o estado de transição demonstrado experimentalmente pela proteína

Barnase, além de indicar um caminho com melhor concordância também para a proteína

Barnase e o domínio SH3.

Investigações sobre o mapa de CSU, de modo que o que diferencia ele dos demais é

sua capacidade de contemplar interações de mais longa distância, por sua metodologia

contemplar uma diferenciação mínima entre os resíduos de aminoácidos utilizando a

superfície de van der waals. Deste modo que ao utilizar a coordenada de reação Q, o mapa

tem uma maior concordância com os resultados experimentais.

Também aumentamos o raio de corte do Shadow Contacts Map, a fim de verificar se

esses contatos de mais longa distância sobre uma metodologia diferente, conseguia

contemplar esse estado intermediário, o que não ocorreu.
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O estado intermediário indicado experimentalmente pela Barnase, assim como o

caminho de formação do domínio SH3, é definido pela estruturação da cadeia lateral. Assim,

ao utilizarmos SBM - C , ao utilizar metodologias baseadas apenas na distância geométricaα

entre os resíduos de aminoácidos, não há diferenciação entre eles. De tal forma que a

heterogeneidade entre os resíduos de aminoácidos devem ser introduzida pelo mapa de

contato. Na utilização do mapa de CSU, em que a metodologia contempla contatos de mais

longa distância, a superfície de energia do sistema utilizando apenas C ainda é lisa, de talα

forma que mudanças na coordenada de reação pode não capturar algumas características

essenciais como o estado intermediário. Porém utilizando metodologias de visualização de

superfície como o ELVIM, em que nos dá a média dos contatos nativos formados no ET, não

evidencia o estado intermediário, mas nos mostra que o caminho de formação para que o

processo de enovelamento ocorra, e o mesmo descrito experimentalmente para todos os

mapas de contato.

A partir disso temos que o modelo baseado em estrutura é robusto com a troca de

mapa de contato, e que o mapa de CSU apresenta maior acordo com os experimentais.
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