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Este trabalho tem como objetivo introduzir estudantes de fisica e dreas afins ao problema de enovelamento de
proteina. A proteina é uma macromolécula biolégica de grande importancia para os seres vivos. Entender como
esta macromolécula encontra uma configuracio tridimensional e funcional, tomando como a priori a informacéo
presente em uma sequéncia linear de diferentes aminoécidos, é uma questdo relevante e envolve pesquisadores de
diversas areas do conhecimento. Neste trabalho, é apresentada uma introdugdo sobre a importancia das proteinas
e suas principais caracteristicas, além de mostrar um breve histérico do estudo de enovelamento de proteinas e
como esses trabalhos convergem na construcao da teoria de Superficie de Energia. Sdo descritos alguns modelos
tedricos e computacionais, desde as primeiras abordagens em modelos analiticos até a construcdo de modelos
baseados em estruturas para simula¢des. Também sao apresentados e discutidos alguns resultados esperados em
cada modelo utilizado.

Palavras-chave: Enovelamento de proteinas, Superficie de energia, Modelos baseados em estrutura, Modelo de
rede, Biofisica.

This work aims to introduce students of physics and related areas to the problem of protein folding. Proteins are
biological macromolecules of great importance to living things. The understanding of how this macromolecule finds
a three-dimensional and functional structure, using the information present in a linear sequence of different amino
acids, is a relevant question which involves researchers from different areas of knowledge. This work discusses the
importance and the main properties of proteins and presents a brief history of protein folding studies and how
these works converge to the Energy Landscape theory. There are described some theoretical and computational
models from analytical approaches to the development of the Structure-Based Models for simulations. Here it is

also presented and discussed some expected results for each used model.
Keywords: Protein Folding, Energy Landscape, Structure-Based Models, Lattice Model, Biophysics.

1. Introducao: aspectos biofisicos das
proteinas

A compreensdo dos mecanismos biomoleculares tem pro-
porcionado um grande desafio para os cientistas de diver-
sas areas do conhecimento. Uma das classes de macro-
moléculas bioldgicas de grande importancia para os seres
vivos sdo as proteinas. Elas constituem a maior parte
da massa celular seca e sdo responsaveis por intimeras
funcdes em meio fisiolégico. A construcdo celular, a re-
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gulagao de entrada e de saida de ions, o transporte e
a recepcao de sinais, sdo exemplos de algumas fungoes
realizadas pelas proteinas [1]. Algumas doencas estdo
diretamente relacionadas com o enovelamento defeituoso
das proteinas e na falha dos mecanismos de controle de
qualidade da célula [2], como por exemplo, o mal de
Alzheimer, a doenca de Huntington, a encefalopatia es-
pongiforme (doenca da vaca louca) e o diabetes tipo II.
A grande importancia das proteinas para a maquinaria
biolégica e para a fisiologia dos organismos vivos torna
esta classe de macromoléculas um alvo interessante de
estudo.
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De uma maneira simplificada, a proteina pode ser asso-
ciada & um heteropolimero linear em que cada mondémero
de sua cadeia é constituido por um residuo de aminodacido.
Existem, em geral, 20 diferentes tipos de aminoacidos que
podem compor a cadeia proteica. Cada aminodcido pos-
sui um carbono na cadeia principal denominado carbono
a (C,). Este carbono realiza quatro ligagdes covalen-
tes; uma com um atomo de hidrogénio, outra com um
grupo amina, outra com um grupo carboxila, e outra
com um grupo radical (também conhecido como a ca-
deia lateral do aminoécido). O grupo radical diferencia
todos os aminoacidos encontrados na natureza quanto
a estrutura, tamanho, carga elétrica e hidrofobicidade.
Cada aminoéacido é ligado ao seu vizinho por uma liga-
¢ao covalente, e uma sequéncia com as combinagoes dos
diferentes aminoacidos formam cada proteina .

Existem quatro niveis de organizacao que descrevem
estruturalmente as proteinas que sao apresentados na
figura e pela proteina Ubiquitina [5]. A estrutura
priméria consiste na representacao linear da sequéncia
de residuos de aminoacidos simbolizadas nas diferentes
letras na figura[IB. A estrutura secunddria se refere as
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Figura 1: A) Representac3o estrutural do estado nativo da pro-
teina Ubiquitina. A informac3o sobre a estrutura é obtida pelo
PDB (Protein Data Bank, www.rcsb.org) com o cédigo de
identificacdo 1UBQ . As letras N e C indicam as terminacdes
da proteina com inicio no N-terminal e final no C-terminal. As
cores indicam os diferentes tipos de estruturas secundarias. Em
laranja é representada a estrutura de hélice o, em verde a estru-
tura de folhas 3, em azul as voltas ou loops e em cinza claro
as regides sem estruturas definidas, ditas como aleatérias ou
random coil. B) Representacdo da estrutura primaria da proteina
Ubiquitina. As cores e as figuras geométricas indicam a represen-
tacdo unidimensional das estruturas secundarias. As diferentes
letras indicam os diferentes tipos de residuos de aminoacidos
que compdem essa proteina.
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estruturacoes locais da proteina, como por exemplo, hé-
lice « e folhas 8 (em laranja e em verde, respectivamente,
na figura ) A estrutura tercidria representa o arranjo
tridimensional de todos os 4tomos em suas estruturas
secundérias, como representado na figura[JA. A estrutura
quaternéria é o arranjo espacial de subunidades de uma
proteina formando um complexo proteico .

Cada proteina possui uma sequéncia unidimensional
particular de residuos de aminoacidos em sua formacao.
O processo em que esta cadeia linear encontra seu estado
tridimensional nativo e funcional é chamado de enove-
lamento ou dobramento de proteinas. Os estudos sobre
o problema do enovelamento procuram entender como
a informacdo presente na sequéncia unidimensional de
residuos de aminoacidos faz com que a proteina encontre
sua conformacao nativa. A compreensdo das interacoes
envolvidas e dos principios fisico-quimicos envolvidos no
processo de enovelamento é um grande desafio da cién-
cia atual e envolve pesquisadores de diversas areas do
conhecimento.

2. Perspectiva historica

O inicio dos estudos sobre o problema do enovelamento
de proteina ocorreu na década de 50 com a determinacgao
das primeiras estruturas tridimensionais de proteinas
por meio de técnicas de cristalografia e de difragao de
raios-X @ Na década de 60, os estudos de Anfinsen
e colaboradores tiveram um papel fundamental para o
estudo do enovelamento proteico quando mediram, por
meio de reagdes fisico-quimicas, a atividade catalitica da
enzima ribonuclease bovina [7].

Os experimentos demonstraram que a ribonuclease,
depois de desenovelada quimicamente pela adi¢ao de
um agente desnaturante, poderia se enovelar espontanea-
mente apos serem reestabelecidas as condigoes fisiologicas
(retirada do agente desnaturante) e, desta forma, retor-
nar ao seu estado nativo. Anfinsen concluiu neste estudo
que a sequéncia de residuos de aminoacidos contém a
informacao necessaria para caracterizar o estado nativo
de uma proteina e guiar seu processo de enovelamento [§].

Com os estudos sobre a desnaturagao da ribonucle-
ase, Anfinsen também estabeleceu a qual foi chamada de
“Hipétese Termodinamica”. Esta hipétese sugere que a
proteina no seu estado nativo deve possuir o valor mi-
nimo de energia livre de Gibbs . Assim, o estudo do
enovelamento de proteinas comecgou a ser visto, nao ape-
nas como uma questao biolégica, mas como uma questao
de minimizacdo de energia livre.

Abordando a questdo cinética do enovelamento, Le-
vinthal argumentou ser invidvel uma proteina vasculhar
todo o seu espaco conformacional em busca do menor
valor de energia livre para se enovelar, e encontrar seu es-
tado nativo em um curto intervalo de tempo para exercer
sua funcao biologica Eﬂ Para exemplificar essa afirma-
¢do, pode-se tomar uma proteina com N residuos de
aminoacidos que podem assumir p orientagdes no espago.

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1806-9126-RBEF-2018-0068



Contessoto e cols.

Desta forma, o niimero de conformacoes distintas para
uma proteina seria p¥. Para uma estimativa simples,
considera-se que cada residuo de aminoédcido possua duas
possibilidades de orientagdo. O nimero de conformagoes
possiveis para uma proteina com 100 residuos de aminoa-
cidos seria igual a 219 ~ 10%° conformacdes. Supondo
que um picossegundo seja requerido para acessar uma
conformacdo, o tempo necessario para explorar todas as
103° conformacdes seria de aproximadamente 108 segun-
dos. Este tempo equivale a mais de 10'° anos, um tempo
com ordem de grandeza da idade do universo.

Desta forma, uma proteina nao poderia se enovelar
a tempo suficiente de encontrar seu minimo global de
energia, vasculhando todas as conformacgoes possiveis,
visto que, o tempo caracteristico de enovelamento de uma
proteina tipica nao leva mais do que alguns segundos.
Esta contradicao ficou conhecida como o “paradoxo de
Levinthal” [9411].

Uma possivel explicagdo para este paradoxo seria que
a conformacao final da proteina deveria ser alcancada
por um caminho cinético preferencial, e o mecanismo de
enovelamento seria dependente de um caminho especifico.
Uma sequéncia bem definida de eventos guiaria a proteina
a partir de um estado aleatério desenovelado para seu
estado nativo [9,/11]. Com isso, entre as décadas de 70 e
80, os estudos foram direcionados na procura de estados
intermediarios que identificassem a existéncia de um
caminho preferencial de enovelamento [12H14].

Um ponto de vista alternativo foi introduzido no final
da década de 80 [15,|16]. Nesta abordagem, é sugerida
uma visao global sobre a superficie de energia para se
entender os processos que governam os mecanismos de
enovelamento de uma proteina. O enovelamento de pro-
teina seria organizado por um conjunto de estruturas
similares pela superficie de energia, ao invés da existéncia
de um rota preferencial passando por estados intermedia-
rios sucessivos. Sendo assim, uma abordagem estatistica
do processo de enovelamento pode ser empregada para
descrever a superficie de energia da proteina.

3. A teoria de superficie de energia do
enovelamento de proteinas

A teoria de superficie de energia do enovelamento de
proteinas foi introduzida por Onuchic e Wolynes e de-
senvolvida também por outros pesquisadores durante as
ultimas trés décadas [17H21]. Esta teoria procura des-
crever de maneira simplificada os principios gerais que
governam os mecanismos de enovelamento [22-26], utili-
zando os principios da mecénica estatistica [27H30]. Uma
classe de sistemas bem estudados em mecanica estatistica
sao os vidros de spins, que sao sistemas de complexas
interagbes e que ocorrem em um espaco de alta dimensi-
onalidade [31}[32]. Estes serviram de base para o entendi-
mento do problema de enovelamento de proteinas. Um
dos conceitos subjacentes a estes sistemas é o de frustra-
¢ao, que pode ser entendido como a impossibilidade de
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um sistema em satisfazer todos os vinculos do problema
ao mesmo tempo. Sistemas magnéticos e heteropolimeros
aleatérios sao exemplos de vidro de spin com interagoes
conflitantes que geram multiplos estados de energia mi-
nima local e que apresentam superficie de energia rugosa.
Eles sao caraterizados por uma temperatura de transicao,
chamada temperatura de glass (Tj;), que esté associada
a rugosidade da superficie de energia (AFE). Abaixo de
T,, o sistema fica armadilhado em minimos locais e tem
uma dindmica lenta, chamada de vidro.

Ao relacionar as proteinas a sistemas complexos como
os vidros de spin, vemos que elas também possuem uma
superficie de energia rugosa. No entanto, ao contrario
de heteropolimeros aleatoérios, as proteinas encontradas
na natureza nao sao aleatérias, ou seja, elas possuem
sequéncias e estruturas nativas associadas as suas fun-
¢oes, que foram selecionadas ao longo da evolucdo. As
proteinas seguem o Principio da Frustragdo Minima [15],
em que evoluiram para sistemas minimamente frustra-
dos, que em concordancia com a hipétese de Anfinsen,
garante que a energia do estado nativo é o minimo global
de energia [16}28}30,[33H35|. Seguindo este principio, as
proteinas conseguem satisfazer a maioria de suas intera-
¢Oes energéticas simultaneamente, o que facilita atingir
seu estado nativo. Uma maneira de analisar a complexa
superficie intrinsecamente multidimensional do enovela-
mento é projeta-la em um tnico pardmetro de ordem
ou coordenada de reacdo. A coordenada de reacgao é a
grandeza que descreve o processo ao longo da superfi-
cie de energia [36] e a sua escolha é fundamental para
uma boa abordagem do problema estudado [37]. Dado
que a energia do estado nativo corresponde ao minimo
global de energia, este estado é um bom referencial para
compara-lo com outras conformagoes. O grau de simila-
ridade estrutural de uma dada conformagcao é uma boa
medida da sua energia potencial, sendo portanto um
pardmetro de ordem natural para a descricdo do eno-
velamento. Por esta razao, uma coordenada de reagao
amplamente utilizada é a fragdo de contatos nativos (Q).
Esta coordenada é a razao entre o nimero de contatos
nativos formados em uma dada conformacao (D) e o
namero de contatos nativos presentes na estrutura eno-
velada (V). Os valores de @) variam entre 0 e 1, onde 0
significa que a proteina estd totalmente desenovelada e
1 significa que a proteina estd no seu estado nativo. A
coordenada de reacao ) é baseada na estrutura do estado
nativo da proteina e descreve de maneira satisfatéria o
processo de enovelamento [36]. A superficie resultante
efetiva de energia apresenta uma topografia afunilada
com um gradiente de energia direcionado para a regiao
do estado nativo da proteina, conhecida como funil de
enovelamento (figura [2JA) [21)[3840]. 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 reagao [41-43].
A figura apresenta a coordenada de reagdo () como o
parametro de ordem para se acompanhar o enovelamento.
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Figura 2: A) llustrac3o do funil de estruturas do processo de enovelamento de uma proteina ao longo da coordenada de reacdo que
é a fraco de contatos nativos (Q)). B) Representacdo do perfil de energia livre em funcdo da coordenada de reacdo (F(Q)). Sdo
destacados os estados desenovelado (D) e nativo (V) e a barreira de energia no estado de transicdo (AF’) existente entre D e N. A
curva F(Q) foi obtida por meio da simulacdo computacional do modelo Cy, para a proteina CI2 (Chymotrypsin Inhibitor 2) com o
cédigo PDB 1YPA [44]. A obtencdo de F' é descrita com mais detalhes na secdo de modelos baseados em estrutura em [45]). A

figura A) é adaptada de [18,/30].

No topo, estao descritas as estruturas desenoveladas de
alta entropia. O conjunto de estruturas similares sao
agrupadas ao longo do processo de enovelamento onde
a proteina passa por estados parcialmente enovelados e
quantidades de estruturas cada vez menores |20126,30136].
Este processo ocorre até que a proteina atinja seu mi-
nimo de energia na parte de baixo do funil de estruturas,
atingindo seu estado nativo. Pela descri¢ao do funil de
estruturas ndo h4d um caminho preferencial no processo
de enovelamento, mas uma multiplicidade de possiveis
rotas [18]. Durante o processo de enovelamento existe
uma competicdo entre a contribuicdo energética (E(Q))
e a contribuicdo entrépica (S(Q)), que sdo dependentes
da coordenada de reacdo (. O processo pode ser mape-
ado por um potencial termodindmico efetivo que leva em
consideragao a competicdo entre essas duas grandezas.
O potencial termodinamico dado pela energia livre de
Helmholtz (F(Q)) é utilizado para descrever esta compe-
ticdo, e é dado pela equagao

FQ) = E@Q)-TS5Q) (1)

com T sendo a temperatura do sistema.

A ﬁgura apresenta um perfil de energia livre (F(Q))
construido em funcao da coordenada de reagao @) 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. Na figura 2B, F estd na temperatura de
transi¢do conhecida como temperatura de enovelamento
(T¥) na qual a probabilidade da proteina se encontrar no
estado desenovelado é a mesma probabilidade da proteina
se encontrar no estado nativo e, por isso, os dois minimos
de F'em D e N se coincidem. Experimentalmente, T é
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conhecida como a temperatura de melting (T,,) e pode
ser obtida por experimentos de calorimetria através de
uma curva de desnaturacao térmica ou de calor especifico
[46H48]. Ty estd associada & estabilidade do estado nativo
da proteina e é proporcional a variagdo de energia do

estado nativo (E,4) e da energia média do sistema (F),

(SE = E - Enat (2)

Por outro lado, a superficie de energia das proteinas
apresenta uma rugosidade intrinseca associada a frus-
tracao [49H55], que, como no caso de vidros de spin, é
caraterizada por AFE. Enquanto AFE fica associado a
propensao do sistema ficar armadilhado em minimos
locais, § E fornece um gradiente de energia na direcao
do minimo global associado ao estado nativo como ilus-
trado na figura |3 Um critério de estabilidade de uma
proteina estd relacionado como a razdo dE/AFE, que é
proporcional a razao Ty/T,. |15,/16]. Na temperatura
de vidro, a proteina se apresenta armadilhada em mini-
mos locais da superficie, ndo possuindo energia suficiente
para acessar diferentes configuracoes e chegar ao estado
nativo. Quanto maior for a razdo Ty/T,, maior a possi-
bilidade da proteina ter um enovelamento estavel, sem
ficar armadilhada em minimos locais. Sendo assim, as
condigoes ideais para o enovelamento correspondem as
temperaturas na regiao Ty < T < TY.

Com base no principio de frustracdo minima, foram de-
senvolvidos alguns modelos computacionais para o estudo
do enovelamento de proteinas. Estes modelos, apesar de
simples, possuem algumas caracteristicas fundamentais
para o estudo como, por exemplo, a conectividade da
cadeia polipeptidica, a flexibilidade, o volume excluso, a
dependéncia com a sequéncia dos residuos de aminoacidos
e as interagdes inter- e intra-cadeia [56H58]. Tais modelos
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Figura 3: A) Superficie de energia com topografia afunilada.
A area do funil da secdo horizontal representa a entropia con-
figuracional que esta relacionada ao niimero de configuracdes
para cada nivel do funil. O eixo vertical representa a energia
total associada ao funil de energia e também a uma coordenada
de reacdo que organiza em cada nivel o grau de similaridade
com o estado nativo (Q). A construcdo desta superficie é feita
a partir de modelos computacionais e traz informacdes sobre
o enovelamento da proteina P13, c6digo PDB 1QTU. B) Dia-
grama de niveis de energia para os diferentes estados de uma
proteina ao longo de seu enovelamento. Em destaque esta o
estado nativo com energia minima afastada dos demais estados
n3o enovelados. Em A) e B), AFE representa a flutuagdo energé-
tica ao longo da superficie e § E representa o intervalo energético
entre a média do estado desordenado e o estado nativo. Figura

adaptada de .
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sao capazes de reproduzir aspectos caracteristicos do eno-
velamento como, por exemplo, o tempo de enovelamento,
a identificagdo dos caminhos que levam a conformacéio
nativa, a descrigoes de propriedades cinéticas e termodi-
namicas do enovelamento e caracteristicas estruturais do
estado de transicdo por andlise de valores-® [59H63].

4. Modelos simplificados de proteina

Nesta se¢ao sdo discutidos alguns aspectos sobre a abor-
dagem tedrica utilizada no estudo de enovelamento de
proteinas. Esta abordagem procura fazer uso de modelos
simplificados com intuito de entender os principios gerais
que envolvem o mecanismo de enovelamento. Em alguns
casos, o enovelamento pode ser entendido como uma tran-
sicao de fase de primeira ordem , em que o estado
enovelado (ou desenovelado) é mais estdvel de acordo
com os parametros do sistema, tais como temperatura,
sequéncia primaria e hidrofobicidade. Esta abordagem
sugere uma analogia com outros sistemas fisicos como os
vidros de spin [15}/31}[65].

A escolha do modelo utilizado esté diretamente relaci-
onada com o tipo de pergunta que se espera responder.
Uma maior quantidade de detalhes envolvidos na cons-
trugdo dos modelos podem levar a um aumento no custo
computacional, o que pode ser desnecessario para abor-
dar determinadas questoes. Por outro lado, a escolha
de um modelo com muitas simplifica¢cbes pode nao ser
suficiente para explicar alguns aspectos observaveis ex-
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Figura 4: Representacido de uma proteina para diferentes aborda-
gens computacionais para o estudo do enovelamento empregando
modelos simplificados. A) Modelo de rede cibica com as cores
podendo representar dois tipos de residuos: em vermelho, os
residuos polares e em azul, os residuos hidrofébicos. B) Modelo
baseado na estrutura da proteina representado somente com
os carbonos alfa (C.). C) Modelo baseado na estrutura com
todos-os-atomos pesados (sem hidrogénios). A complexidade
e o tempo computacional aumentam de A) para C) conforme
aumentam os detalhes de cada modelo.

perimentalmente (figura [4). Sendo assim, a escolha do
modelo estd diretamente relacionada aos detalhes e ca-
racteristicas da questdo investigada. Detalhes de alguns
modelos computacionais para o estudo do enovelamento
de proteinas sdo descritos nas proximas secoes.

4.1. Modelo de rede

No modelo de rede (do inglés lattice models), a pro-
teina é representada por um heteropolimero composto
por monémeros dispostos em uma rede de duas ou de
trés dimensoes. Os mondémeros representam os residuos
de aminoacidos e a ligagao entre eles representam uma
ligacdo covalente. Cada monoémero pode ocupar somente
um sitio na rede (condigdo de volume excluso) [17]. Nesta
secao serd abordado com maior detalhe o modelo de rede
ctibica com 27 mondmeros (figura [4A).

A estrutura maximamente compacta (enovelada) é um
cubo 3 X 3 x 3, com um nimero maximo de contatos
igual a 28. Neste modelo, um contato é definido quando
dois monomeros estdao na distdncia de primeiro vizinho e
nao estao ligados covalentemente.

Shakhnovich e Gutin enumeraram todas as con-
formagoes maximamente compactas para um heteropoli-
mero com 27 mondmeros, encontrando um ntmero total
de 103346 diferentes cubos. Esta quantidade de diferentes
estados é uma vantagem para a utilizacdo deste modelo,
pois é possivel gerar todos os diferentes cubos com um
baixo custo computacional quando comparado com ou-
tros modelos mais complexos.

Para representar uma proteina, este heteropolimero
deve conter um estado maximamente compacto, de me-
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nor energia, nao degenerado e cineticamente acessivel,
caracteristicas semelhantes as de uma proteina globular
tipica. Para isso, é escolhido um potencial de interacao
entre os monomeros que favorece essas caracteristicas,
descrito como

E:Z > Hyj (3)

Na equacao [3| o valor da energia F é dado pela soma
das interagoes (H; ;) entre todos os pares de monémeros
i e j que sejam considerados primeiros vizinhos na rede,
e que nao estejam ligados de forma covalente, ou seja,
i — 4 # 1.

O numero de tipos de mondmeros é variavel, depen-
dendo da pergunta. No caso de um homopolimero, existe
apenas um tipo de monodmero/interagao, e o sistema
apresenta configuracoes degeneradas em energia. A hete-
rogeneidade minima necesséaria para gerar estados nativos
nao-degenerados é o modelo com dois tipos de mondéme-
ros, também conhecido como modelo hidrofébico-polar,
por representar mondmeros divididos apenas segundo
essas duas classes [56}/67]. Como um exemplo detalhado,
as interagoes entre os monoémeros para um sistema de
trés tipos diferentes de mondmeros (representados por A,
B e C) s@o descritas segundo a matriz de interagdo:

A B (C
A[(E E, E,
Hi,j =B Eu El Eu (4)

c\E, E, E

onde Fj é a energia de interagao entre dois mondémeros
iguais (Ejke) € E, é a energia de interagdo entre dois
monomeros diferentes (Eyniike) exemplificados na figura
BA. Os parametros E; e E, podem ser ajustados para
representar diferentes condicbes do sistema como, por
exemplo, os regimes de alta ¢ baixa hidrofobicidade [42].
A, B e C representam trés tipos diferentes de monémeros
utilizados na equagao [d] que poderiam ser ajustados para
um ndmero arbitrario de tipos de mondémeros.

No modelo de rede, a dindmica do enovelamento de-
pendera dos tipos de movimentos adotados para a ca-
deia [68L|69]. Esse conjunto de movimentos consiste em
deslocamentos locais que preservam a ligagao covalente
e a propriedade de volume excluso (figura ) Esses
movimentos sao efetuados seguindo uma simulagao de
Monte Carlo com o critério de Metropolis [70]. Os mono-
meros sao escolhidos de forma aleatéria e a simulagao
persiste até que um parametro de parada seja alcangado.
Durante a simulagao é possivel amostrar os estados eno-
velados e desenovelados da proteina neste modelo e obter
a estatistica necessaria para o calculo dos parametros
termodindmicos como o calor especifico, a energia total
do sistema, a fragdo de proteina enovelada e a energia
livre do sistema apresentados na figura [6}

Outra grandeza obtida das simulagoes do modelo de
rede é o tempo de enovelamento (figura [7]). Para este
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Figura 5: A) Diagrama de energia para o modelo de rede. F;
é a energia de interacao entre dois monomeros iguais € E, é a
energia de interacdo entre dois mondmeros diferentes. B) Trés
tipos de movimentos possiveis mais utilizados em simulacées do
modelo de rede ciibica. Na esquerda, é apresentado o movimento
de final de cadeia, o movimento de canto no centro, e na direita,
o movimento de manivela. C) Modelo de rede ciibica 3x3x3 com
27 mondmeros. Cada cor representa um mondmero diferente, D é
uma configurac3o inicial gerada aleatoriamente, e que representa
o heteropolimero no estado desenovelado, e N é a configuracdo
no estado nativo com os 28 contatos formados. Figura adaptada
de [68].

célculo é verificado a média do tempo de primeira passa-
gem ou do inglés mean first passage time (mipt), como
também é conhecido. Neste caso, a simulagdo é iniciada
com a proteina em um estado desenovelado aleatério. A
simulacao permanece em execug¢ao até que o estado na-
tivo da proteina seja alcancado e a quantidade de passos
de Monte Carlo é anotada. Sao realizadas varias simula-
¢Oes na mesma temperatura para se realizar a média do
tempo de enovelamento nessa temperatura.

4.2. Modelos baseado em estrutura

O modelo de rede apresentado na se¢do anterior é capaz
de responder questoes gerais sobre o processo de eno-
velamento. No entanto, as aproximagoes realizadas no
modelo de rede nao caracterizam uma proteina real. Neste
sentido, alguns modelos fora~-da-rede (off-lattice models)
foram desenvolvidos no intuito de abordar questoes mais
especificas sobre o processo de enovelamento. Os mode-
los fora-da-rede que utilizam a informacdo experimental
da estrutura tridimensional da proteina sdo conhecidos
como modelos baseados na estrutura (structure-based
models — SBM) [71173]. Os potenciais desses modelos
simplificados possuem um custo computacional mais ele-

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1806-9126-RBEF-2018-0068



Contessoto e cols. e4307-7

A

I 1
| hidrofobicidade

g 150 -
E 8
2 2
%100 ©
) 2
5 50 e
© Ll
o

0

C o 10 D
g 0.8 o
8 o. o
2 2
2 06 o
() 0 E)
o 0.4
1] q:) I AFalta
On T S80F  N="___ 1 -
© 0.2 ,
L |

00 1 _84 1 1 1 1 1 1
1.0 15 20 25 30 0 4 8 12 16 20 24 28
Temperatura Contatos nativos

Figura 6: Andlise termodinamica obtida por simulacées do modelo de rede para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade, em azul
e vermelho, respectivamente. A) Calor especifico em funcdo da temperatura em unidade reduzidas da simulacdo. O pico do valor
do calor especifico corresponde ao valor da temperatura de enovelamento (7). B) Em linhas continuas é apresentada a energia
total do heteropolimero em funcdo dos contatos nativos. A energia total tem seu valor minimo para o estado nativo da proteina
que corresponde ao maior valor de contatos nativos formados. Em linhas tracejadas é apresentado o negativo do produto entre a
temperatura e a entropia do sistema, que chega a zero no estado nativo devido ao (nico estado enovelado, cubo com 28 contatos
nativos formados. C) Frac3o de proteina enovelada em fun¢do da temperatura. O valor de 0,5 de fracdo enovelada corresponde ao
estado de transicio e ao valor da temperatura de transicdo T, coincidindo com o valor encontrado pelo pico do calor especifico.
D) Perfil de energia livre em funcdo dos contatos nativos. O pardmetro AF destaca a barreira de energia livre entre o estado
desenovelado e o estado de transicdo da proteina modelo.

vado que as simulagoes de modelo de rede. As simulagoes de intera¢ao para uma conformagao I' qualquer de uma
SBMs ainda possuem custos computacionais menores que proteina, com base na conformagao nativa I', é dado por
simulacdes de dindmica molecular tradicionais e permi-

L . _ 2 2
tem uma ampla caracterizagdo do espago conformacional V(L. T,) = Z & (r—ro)” + Z €g(6 — 6o)
de proteinas. Os modelos baseados em estruturas des- bonds angles
crevem alguns mecanismos do' enovel'amento e estdao em + Z es {[1 — cos(¢ — ¢,)]
acordo com resultados experimentais como, valores-® dihedrals
(mais detalhes na segdo a seguir), barreiras de energia, 1
taxas de enovelamento e coeficientes de difusao |74H84]. +§[1 —cos(3(¢ — ¢o))]}
A aplicagao do modelo baseado na estrutura dos carbo-

. . 12 10

nos alfa (SBM-C,) se caracteriza por duas aproxima- n Z e |5 dij \ " 6 dij
¢Oes; a primeira se refere a cadeia polipeptidica onde séo ermil © Tij Tij
considerados apenas os carbonos alfa (C,) dos residuos o 12
de amipozicidps ea ~segunda aproximagao se refere ao + Z ene (JNC> (5)
potencial de interagdo entre os carbonos [23|71]. Esse non—contacts Tij

potencial é construido a partir da estrutura nativa da
proteina. A informagao necessaria com as caracteristi-
cas da proteina é previamente conhecida por estruturas
depositadas no PDB (Protein Data Bank) no enderego
http://www.rcsb.org [85]. A estrutura retirada do banco
de dados é considerada como estado nativo para a cons-
trucao do modelo. Desta forma, o minimo de energia é
atribuido a esse estado [86]. As simulagoes computacio-
nais sao realizadas por dindmica molecular e o potencial

Na equacao 5] os valores dos pardmetros sdo: €, = 100¢,
€9 = 20, €4 = €9, €c = €0, ENC = €9, Onc = 4.0 Ae €0
é a energia de interagdo por contato (e = 1).

O primeiro termo do potencial (bonds) representa a
ligacdo entre dois C,, adjacentes, formando um potencial
harmonico. O pardmetro r, é a distancia entre dois C,
da conformagdo nativa ligados entre si. O segundo termo
(angles) se refere ao potencial harménico angular formado
por trés C, consecutivos, em que 6, é o angulo formado
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Figura 7: Tempos de enovelamento obtidos por simulacdes do
modelo de rede para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade,
em azul e vermelho, respectivamente. O valor do tempo de
enovelamento no modelo de rede é a média da quantidade de
passos de Monte Carlo que o heteropolimero leva para formar os
28 contatos nativos, iniciando a simulacdo numa configuracdo
aleatéria desenovelada. S3o realizadas 1000 simula¢Ses para
cada temperatura.

pelos residuos i, ¢ + 1 e i + 2 da conformacéo nativa. O
terceiro termo (dihedrals) contabiliza a tor¢ao realizada
na cadeia e esta relacionado com a orientagdo da cadeia
lateral (ndo expresso de maneira explicita no modelo).
Este termo utiliza quatro C, em sequéncia e o valor
angulo ¢, é retirado da estrutura nativa. O quarto termo
(contacts) representa a interacdo entre os C,, ¢ e j ndo
ligados covalentemente mas que realizam um contato na
estrutura nativa. Para esta informacdo é atribuido um
potencial 10-12. O pardmetro d;; é o valor da distancia
entre estes carbonos que realizam um contato nativo. A
informacao das interacoes entre os C, é dada por um
mapa de contato. A construcdo do mapa de contato pode
ser realizada utilizando diferentes critérios e abordagens
[87,/88]. Todos os outros carbonos que nao realizam um
contato nativo interagem por um potencial repulsivo,
representado pelo ltimo termo (non-contacts).

De maneira similar ao modelo de rede, durante a si-
mulacdo é possivel amostrar os estados enovelados e
desenovelados da proteina e obter a estatistica necessaria
para o calculo dos parametros termodindmicos. As anali-
ses termodinamicas sao realizadas utilizando o método de
andlise dos multiplos histogramas (weighted histogram
analysis method - wham), que faz uso de um conjunto de
histogramas oriundos de varias simulacoes em diferentes
temperaturas. Desta forma, é possivel obter uma melhor
amostragem das estruturas e da dindmica da proteina
durante o enovelamento. Os parametros termodindmicos
como o calor especifico, a energia total do sistema, a
fracdo de proteina enovelada e a energia livre utilizando
o modelo C, sdo apresentados na figura

O tempo de enovelamento das proteinas é outra quan-
tidade que pode ser obtida pelo conjunto de simulagoes e
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é apresentado na figura[J] Semelhante a parte cinética do
modelo de rede, calcula-se o tempo de primeira passagem
da proteina do estado desenovelado para o estado nativo.
A simulagdo ¢é iniciada com a proteina em um estado
desenovelado aleatério e ela permanece em execucao até
que o estado nativo da proteina seja alcancado e a quan-
tidade de passos de integracao de dindmica molecular é
anotada.

Existe outros modelos baseados em estruturas além do
modelo C,, que nao serdao discutidos aqui. Estes modelos,
como por exemplo, Cp e todos-os-dtomos (all-atoms),
levam em consideracdo as informacoes explicitas sobre a
cadeia lateral dos residuos de aminoacidos. Os detalhes
sobre as simulac¢oes dos modelos baseados em estrutura e
a preparacao dos arquivos para a simula¢ao podem ser en-
contrados no servidor Structure-based Models for Biomo-
lecules (SMOG) no enderego http://smog-server.org [89).

5. Caracterizagao do estado de transicao
por analise de valores-®

E possivel alterar taxas cinéticas do enovelamento de
uma proteina e também a sua estabilidade termodina-
mica realizando mutagdes de residuos de aminoacidos por
técnicas de engenharia de proteinas [74]. Para uma pro-
teina que se enovela via mecanismo de dois estados [90]
ou via estados intermedidrios [91], pode-se caracterizar o
conjunto estrutural do estado de transicao destes mecanis-
mos aplicando a andlise dos valores-® [78]. Os valores-®
mapeiam as estruturas dos estados de transicao e de
estados intermediarios, ndo somente no enovelamento de
proteina, mas também em reacdes de catalise, de ligantes
e de mudancas conformacionais no nivel de residuos indi-
viduais [78]. Experimentalmente, o conjunto estrutural
do estado de transicdo em proteinas pode ser estudado
medindo variagbes da estabilidade nativa e das taxas de
enovelamento/desenovelamento por mutagoes pontuais
de residuos especificos, e é dado por [74}/75|

*RT 111 kmut/kwt
AACO ; (6)

onde kit € kot S840 as taxas de enovelamento das protei-
nas modificada (ou mutante) e nativa (ou tipo-selvagem),
respectivamente, R é a constante dos gases ideais, T € a
temperatura absoluta e AAG? é a mudanca na estabili-
dade do estado nativo apds a mutacao.

Como mencionado nas se¢des anteriores, o enovela-
mento de proteinas pode ser descrito como um processo
difusivo sobre uma barreira de energia determinada pelo
perfil de energia livre, e as taxas de enovelamento podem
ser calculadas pela equagdo de Kramers do tipo [23]41]

k = ko exp(AGT® /RT) (7)

o

com ko sendo o pré-fator dependente da curvatura da
barreira e do coeficiente de difusdo configuracional do
sistema. Considerando que kg tem uma varia¢io insig-
nificante com pequenas perturbagoes causadas por uma
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Figura 8: Parametros termodindmicos obtidos por simulagdes do modelo C,, para a proteina cold shock (cédigo PDB 1G6P) [92]. A) Calor
especifico em func¢do da temperatura em unidades reduzidas da simulagdo normalizada pela temperatura de enovelamento (7). B) A linha
em preto representa a energia total da proteina modelo (E(Q)) em fun¢do dos contatos nativos (Q). A energia total tem seu valor minimo
para o estado nativo da proteina que corresponde ao maior valor de contatos nativos formados. A linha vermelha representa o produto entre a
temperatura e a entropia (7°'5(Q)) do sistema em funcdo de Q. As curvas foram obtidas por simulacdes em Ts. C) A linha em preto representa
a fragdo de proteina enovelada (fp) em fun¢do da temperatura. O valor de 0,5 de fragdo enovelada corresponde ao estado de transicdo e
ao valor da temperatura de transi¢3o, coincidindo com o valor encontrado pelo pico do calor especifico em A). A linha em azul representa o
valor da energia livre F'(T') em funcdo da temperatura. D) Perfil de energia livre em func¢do dos contatos nativos (F(Q)). O pardmetro AF
destaca a barreira de energia livre entre o estado desenovelado e o estado de transicdo da proteina. A curva em preto apresenta um perfil de
energia livre em uma temperatura abaixo da temperatura de enovelamento da proteina T' < T, privilegiando o estado nativo e tornando-o mais
estavel. A curva vermelha apresenta o perfil obtido na temperatura de enovelamento T' = Ts. Neste caso, os estados desenovelado e nativo
possuem a mesma estabilidade e sdo acessados com mesma probabilidade. Em azul é apresentado o perfil de F' para uma temperatura maior que
a temperatura de enovelamento da proteina T' > T';. Nesse caso, o estado nativo é menos estavel e o estado desenovelado é acessado mais
vezes. As grandezas tedricas obtidas estdo diretamente relacionadas com resultados experimentais em estudos de enovelamento e estabilidade de
proteinas [43}/82].

wr——tr—m———71—71—— mutagdo, e substituindo a equacdo [7] em [6] ® serd a
i ] variacao da barreira de energia livre termodindmica do
estado de transicao com relacdo ao estado desenovelado
(AAGTS~U) sobre a mudanca na estabilidade do estado
nativo (AAGF~U), ambos apés a mutacio, com

AAGTS—U

10
®= AAGF-U "

(®)

Essas variagdes em energia livre nos estados nativo (F),
desenovelado (U) e de transicdo (T'S) sdo evidenciadas
na figura nos quais aqui consideramos as siglas em
inglés dos estados para facil comparacdo com a vasta
literatura acerca do assunto.

A figura[l1|representa a faixa de valores que a equagao

Tempo de enovelamento

0.25

1 1
10 050 075

Temperatura

1
0.00

Figura 9: Tempos de enovelamento obtidos por simulaces do
modelo C,, para as proteinas cold shock (TmCSP) e chymotryp-
sin inhibitor 2 (CI2), em azul e vermelho, respectivamente. O
valor do tempo de enovelamento é determinado por uma média
de nimeros de passos de dindmica molecular que uma proteina
desenovelada leva para atingir o estado nativo pela primeira
vez. As médias sdo calculadas com 1000 simula¢des para cada
temperatura.
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resulta para ® pela variacdo da energia livre apds a mu-
tacdo de um residuo de aminoacido da proteina. A figura
corresponde ao caso em que ¢ = 0 e, localmente, o
estado de transicao é idéntico ao estado desenovelado. A
figura corresponde & ¢ = 1 e, localmente, o estado
de transicao ¢é idéntico ao estado enovelado. ® serd pro-
ximo de zero quando a regiao em torno de um residuo
for similar & regido em torno do residuo no estado dese-
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Figura 10: Anélise dos valores-® para o caso de uma proteina
que enovela via mecanismo de dois estados mapeado por uma
simples coordenada de reacdo. Uma mutacdo num residuo de
aminoacido pode mudar a estabilidade do estado de transicdo
quando comparado com o estado desenovelado (AAGTs—u) e
a estabilidade do estado enovelado nativo quando comparado
com o estado desenovelado (AAGFr_y). A razdo entre essas
duas quantidades (? = AAGrs—uv/AAGF—_v), determina o
valor-® da fracdo da diferenca de energia da proteina do tipo
selvagem com relacdo a proteina mutante.

novelado e proximo de um quando for similar & regiao
no estado enovelado. Sendo assim, valores-® entre zero
e uma unidade indicam que a mutagao contribuiu parci-
almente para alterar a interagdo existente no estado de
transi¢do. No entanto, a equagio[§ pode exibir desvios da
faixa 0 < ® < 1 os quais sdo considerados valores-® and-
malos que podem ser sinais de frustragdes de interacoes
energéticas ou restrigoes topoldgicas patoldgicas [93].

Computacionalmente, calcular variagdes em AG cau-
sadas por mutacdo é menos custoso do que computar
taxas de enovelamento (k). No caso de simulagoes de
modelo baseado na estrutura de proteinas, pode-se ainda
aproximar as variagoes em AG pela formagao de contatos
entre pares de residuos i e j pela equagdo [71]

AAGTS-U PJS - P

Oy =
= AAGFT ¥ pE Py ®)
*
TS
mutante
tipo-selvagem
u F
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com Pff sendo a probabilidade de contatos entre residuos
ij formados nos estados X (com X sendo F, T'S ou
U) [36L[82L[94]. O valor-® por residuo é dado pela média
envolvendo os contatos nativos de um residuo i (®; =
>_; ®ij). De acordo com a equagdo |9} ¢ mede o contetido
do estado nativo ainda presente no estado de transicao
de cada residuo numa escala de 0 a 1, com 1 sendo um
residuo no estado de transicao pertencente ao conjunto
de estruturas do estado nativo, e 0 sendo um residuo com
nenhuma informagao do estado nativo quando no estado
de transicao. Os valores-® obtidos computacionalmente
por utilizagdo do SBM-C,, tiveram grande concordancia
com os valores obtidos experimentalmente [36}71}82}(94]
o que contribuiu para a grande aceitagao dos modelos
computacionais simplificados de proteinas [95].

Com isso, com o calculo dos valores-® obtidos para uma
proteina, pode-se investigar a influéncia de determinados
residuos de aminoacidos para o conjunto de estruturas
e suas energias que determinam o estado de transicao e
se, estes mesmos residuos, sao do conjunto de estruturas
nativas ou nao-nativas. Pode-se alterar a superficie de
energia de uma proteina de modo a alterar rotas de
enovelamento, estabilidade térmica, taxas de reacdo de
catdlise e outros mecanismos relacionadas as atividades
proteicas.

6. Comentarios finais

Neste trabalho foram introduzidos os principais aspectos
tedricos sobre o processo de enovelamento de proteinas.
Foram discutidas as principais caracteristicas biofisicas e
bioquimicas das proteinas e qual a sua importancia para
os seres vivos. Os principais resultados cientificos sobre
esse assunto foram apresentados dentro de um contexto
histérico até a teoria de Superficie de Energia com o
uso de modelos computacionais simplificados. Os princi-
pais resultados esperados com as simulacoes dos modelos
simples sdo discutidos ao longo do trabalho, junto com
a apresentagao dos detalhes dos métodos. O trabalho
procurou introduzir discentes de fisica e dreas afins ao
problema do enovelamento de proteinas. Alguns tépicos

TS

mutante

tipo-selvagem

U F

Figura 11: Valores-® para os casos em que, ap6s a mutacdo de um residuo de aminoacido, A) os estados desenovelado e de transicdo
sdo similares (® = 0), e B) os estados de transicdo e nativo sdo diferentes (& = 1).
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mais elaborados como a modificagdo dos potenciais utili-
zados, ou a adicdo de outros potenciais associados com a
presenca de frustragdo em proteinas, ou a adi¢ao de intera-
¢ao nao-nativas eletrostaticas nao discutidos em detalhes
aqui. Existem um conjunto amplo de trabalhos na litera-
tura abordando os efeitos da adi¢do desses potencias na
estabilidade e na dindmica da proteina [45}[541[55]/82,/96],
inclusive, mais recentemente, com simulagoes de dinamica
molecular com pH constante [97H100]. Outra abordagem
utilizando os modelos simplificados baseados em estru-
tura é o estudo de mudancas conformacionais envolvendo
duas estruturas com o minimo de energia. Esta abor-
dagem conhecida como Dual-Basin SBM ¢é empregada
para o estudo da transicdo conformacional entre as duas
estruturas, e o mapeamento das estruturas intermedia-
rias [1014103]. Mais recentemente, o entendimento da
dindmica em sistemas maiores e mais complexos, como
ribossomos, também sdo estudados utilizando os modelos
baseados em estruturas |[104-107]. Mesmo com os avangos
recentes no entendimento do problema do enovelamento
de proteinas, essa é uma area em constante desenvolvi-
mento e novas questoes relevantes surgem o tempo todo.
Um exemplo sobre esses topicos sdo as proteinas que
fazem nés durante o processo de enovelamento [108-111].
Outro exemplo sdo as proteinas intrinsecamente desorde-
nadas IDPs (Intrinsically Disordered Proteins), ou seja,
nao possuem um estado nativo bem estruturado. Essas
proteinas possuem estados parcialmente estruturados e
que podem se enovelar ao interagirem com outras macro-
moléculas |112}|113]. Essas, entre outras questdes, estao
em aberto e tornam a area do estudo de enovelamento de
proteinas um campo amplo e relevante para ser explorado
ainda mais.
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