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1. PROJETO DE PESQUISA: “Aplicacdes de Ressonancia Magnética Eletronica
ao Estudo de Sistemas de Interesse Biologico”

As membranas bioldgicas sdo fundamentais para a existéncia de praticamente todas as formas
de vida. Elas envolvem células, organelas, vesiculas de carga e outras estruturas, definindo seus
limites e mantendo as diferengas entre os ambientes interior e exterior. Essas biomembranas sdo
estruturas de bicamada lipidica altamente dindmicas que transportam méaquinas proteicas fortemente
reguladas, de grande complexidade e diversidade de fungfes [1]. As biomembranas participam
ativamente do ciclo de vida celular, realizando suas atividades em associacdo com proteinas integrais,
aquelas que atravessam a bicamada, ou periféricas, aquelas que residem na superficie, de membranas.
Nao surpreendentemente, proteinas da membrana sdo codificadas por aproximadamente 20—-30% do
genoma de diferentes organismos [2]. Em conjunto, elas desempenham papéis fundamentais em
muitos mecanismos bioldgicos centrais das células vivas, como fornecer energia as células, organizar
e regular atividades enzimaticas, providenciar meios para trafico e homeostase, facilitar a transducédo
de informagdes e até o fornecimento de substratos para a biossintese e sinalizagao [3-7].

A despeito dessas funges, todas as membranas biolégicas tém uma estrutura geral comum:
sdo formadas por um filme hidrofobico bidimensional muito fino, de aproximadamente 30 A de
espessura, composto, principalmente, por moléculas de lipidios e de proteinas, atuando como barreira
relativamente impermeéavel a passagem da maioria das moléculas. Além disso, sdo estruturas
dindmicas e fluidas, possuindo alta mobilidade lateral [1]. A bidimensionalidade inerente das
membranas produz anisotropia, como evidenciada por suas heterogeneidades transversal e lateral [8].
Tal propriedade, caracteristica da organizacdo das membranas, é essencial estrutural e funcionalmente.
Com efeito, as composi¢des de lipidios e de proteinas das faces externa e interna sdo diferentes umas
das outras, refletindo assimetria transversal e as distintas fungdes realizadas nas duas monocamadas. A
bicamada lipidica pode também apresentar heterogeneidade lateral, onde lipidios e proteinas se
organizam em dominios ordenados, cujo polimorfismo é essencial para muitas fungdes celulares que
acontecem na membrana [9].

O conhecimento das propriedades biofisicas das membranas € crucial para a compreensdo do
papel que diferentes lipidios desempenham nos processos vitais nas membranas biolégicas, em
particular, como afetam estrutural e funcionalmente proteinas de membranas. Em muitos casos, 0 mau
funcionamento das membranas bioldgicas, desencadeado por alteragdes nas propriedades fisicas ou
quimicas da bicamada lipidica ou anormalidades funcionais das proteinas da membrana, leva a
doencas graves [10]. Propriedades fisicas da bicamada lipidica como fluidez, curvatura, espessura da
regido apolar, area superficial lipidica, carga superficial, grau de ordenamento molecular, etc., sdo
definidas pela composicdo lipidica da membrana e por sua organizacdo espacial. Tais propriedades
desempenham um papel ativo na modulacdo da funcéo celular. O comprimento e 0 grau de saturacao
das cadeias acila lipidicas, por exemplo, definem a espessura e 0 grau de empacotamento da regido

hidrofobica da membrana, podendo modular a funcdo de proteinas mecanossensiveis; o aumento da
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densidade de lipidios negativamente carregados em certos locais das membranas pode induzir
interacdes eletrostaticas com regides catibnicas de proteinas integrais ou periféricas de membranas; a
ligacdo de lipidios especificos como fosfatidilinositol, fosfatidilserina e/ou colesterol a proteinas
integrais ou periféricas de membranas pode influenciar a heterogeneidade lateral e até a funcdo das
proteinas; entre outros [11]. Desta forma, a compreensdo da correlagdo entre mudancas estruturais,
dindmicas e/ou funcionais de proteinas de membranas com alteracfes das propriedades biofisicas das
bicamadas lipidicas € altamente desejavel do ponto de vista mecanistico [12—14].

O estudo de membranas biol6gicas €, no entanto, de dificil execucdo dada a complexidade de
tais estruturas e a sua obtencdo ndo-trivial. Para suplantar este problema, faz-se uso das chamadas
membranas modelo, cuja composicdo simples e de facil controle permite a investigacdo de
propriedades fisicas especificas de membranas que mimetizam as das células vivas. A utilizacdo desta
estratégia permite ao investigador ter controle de diversos parametros fisicos das membranas como
composicao lipidica, curvatura, nivel de hidratacdo, grau de empacotamento molecular, dindmicas
rotacional e translacional, entre outros.

Uma das grandes vantagens do sistema de interesse neste projeto é que tanto a estrutura
dindmica de membranas lipidicas como as interagdes lipidios-proteinas podem ser estudadas atraves
de uma variedade de técnicas biofisicas, como difracao de raios—X, microscopias eletronica e de forca
atémica, espalhamento de raios—X a baixo angulo, calorimetrias de titulacéo isotérmica e diferencial
de varredura, fluorescéncias estatica e resolvida no tempo, ressonancia plasménica de superficie,
monocamadas de Langmuir, infravermelho, dicroismo circular, ressonancia magnética nuclear (RMN)
e eletrbnica (RME), entre outros [15,16]. Cada método fisico fornece uma perspectiva diferente do
sistema e maltiplos métodos sdo, em geral, necessarios para se obter uma visdo completa do sistema
de interesse. Ha questdes que cada técnica pode responder melhor que outras.

Em particular, a técnica de RME aliada ao uso de marcadores de spin tem se mostrado uma
ferramenta biofisica poderosa no estudo da dindmica estrutural de membranas bioldgicas e de
interacBes lipidios-proteinas [17, 18]. A alta sensibilidade e escala de tempo favoravel da técnica de
RME, combinada com a disponibilidade de marcadores de spin com estruturas muito similares a de
componentes naturais de biomembranas permitem uma caracterizacdo detalhada de diversos
parametros fisicos das bicamadas lipidicas. Adicionalmente, aspectos dinamicos e estruturais de
proteinas de membranas reconstituidas em bicamadas lipidicas podem ser determinados por meio da
metodologia de marcacdo de spin sitio dirigida (SDSL). Nesta metodologia, uma sonda
magneticamente ativa é introduzida de forma seletiva em uma regido da proteina de interesse através
da realizacdo de mutacdo sitio dirigida, na qual um residuo nativo é trocado por um de cisteina e
submetido & marcagdo subsequente com a sonda [19]. De posse da proteina marcada, estudos
estruturais e funcionais se tornam possiveis pela técnica de RME, cujas contribuicbes em

biofisica/bioquimica de proteinas tém sido seminais e das mais variadas [20-23]. No Brasil, o grupo
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coordenado pelo Prof. Costa Filho, no qual este professor atuou, tem sido pioneiro na implementacao
da metodologia SDSL-RME [24, 25].

No entanto, os espectros de RME de marcadores de spin ligados a lipidios ou proteinas de
membranas sdo complexos e podem ser mal interpretados se apenas uma analise superficial é usada.
Uma maneira bastante conveniente de suplantar tal problema é a de utilizar modelos teoricos para a
dindmica de spins baseados na equacdo estocastica de Liouville no regime de movimentos lentos [26],
permitindo a quantificacdo de parametros locais que descrevem o entorno da sonda de spin ligada a
lipidios ou proteinas [27, 28]. A identificacdo e caracterizacdo de fases lipidicas, a existéncia de
dominios liquido ordenados em membranas, 0 comportamento termotrdpico dos lipidios, a existéncia
de diferentes conformacdes proteicas sdo algumas das contribuicGes desta metodologia.

Apesar dos grandes avangos das técnicas de ressonancias magnéticas nos ultimos anos, elas
ainda ndo sdo capazes de fornecer diretamente um quadro atomistico completo da dindmica e da
estrutura de proteinas de membranas e bicamadas lipidicas com resolugdes temporal e espacial
suficientes. Portanto, métodos que complementam as informacdes provenientes dessas técnicas sdo de
grande interesse. Métodos computacionais, como as simulagdes de dindmica molecular (DM), por
exemplo, tém se tornado versateis e cada vez mais confiaveis, sendo particularmente Uteis para
auxiliar nas analises de resultados experimentais provenientes de técnicas que nao fornecam resolugdo
atdbmica ou quando estudos experimentais detalhados se tornam dificeis ou até mesmo impossiveis. A
habilidade de estudar moléculas em detalhe atomistico fornece um nimero de vantagens sobre as
técnicas experimentais. Com DM, podemos obter insights cruciais em muitos problemas de interesse
bioldgico em escalas de tempo da ordem de picossegundos [29]. Em particular, simulagdes de DM tém
sido aplicadas tanto no problema do enovelamento proteico [30], quanto no refinamento das estruturas
obtidas por RMN [31, cristalografia de raios-X [32] e RME convencional [33] ou pulsada [34].

O projeto de pesquisa deste professor engloba duas linhas principais de atuagdo em problemas de
interesse bioldgico que envolvem biomembranas e proteinas integrais ou periféricas de membranas,
quais sejam: (1) desenvolvimento de sistemas miméticos de membranas bioldgicas nativas para
estudos de estrutura, dindmica e fungdo de proteinas de membranas; e (2) investigacdo do mecanismo
de acdo de proteinas virais de fusdo de membranas. Na secdo seguinte, buscamos introduzir de
maneira objetiva e sucinta os problemas bioldgicos a serem estudados, a fim de que se possa entender
que tipo de contribuicdo as técnicas de RME e DM podem vir a oferecer em cada caso. Nao é buscado,
portanto, uma descri¢do altamente aprofundada de cada t6pico, mas sim uma apresentacao basica dos

pontos julgados relevantes.

1.1. Sistemas biomiméticos de bicamadas lipidicas para estudos de estrutura, dinamica e
fungéo de proteinas de membranas

Aproximadamente 30% das proteinas expressas no genoma humano correspondem as

proteinas da membrana (MP) [2]. Devido a sua localizagdo nas membranas de células, virus e
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organelas, as MPs realizam processos complexos importantes na mediacdo da interacdo entre as
células e seu ambiente. Entre suas atribuicdes, proteinas associadas a membranas atuam como canais
ibnicos, recebem e transmitem sinais através das membranas (receptores), importam ou exportam
substratos, incluindo metais, acuUcares e lipidios (transportadores), além de participar em processos
enzimaticos, entre outros [35, 36]. Proteinas de membranas também estdo associadas a grandes
complexos dindmicos, desempenhando papel essencial em processos celulares como a endocitose [37],
a divisdo celular [38, 39] e a migracdo. Além de desempenharem uma ampla variedade de fungdes
celulares, MPs sdo alvos muito atraentes para o desenho racional de drogas, com quase metade de
todos os produtos farmacéuticos direcionados a essas proteinas. O interesse farmacoldgico reside no
fato de que muitas MPs estdo associadas a doencas neurodegenerativas, enddcrinas, cancer e isquemia
[40-47]; outras sdo alvos para a administracdo eficiente de medicamentos [48] ou a inibicdo do
transporte de drogas [49]. O papel das MPs na resposta imune e resisténcia a antibioticos também séo
relevantes para o desenvolvimento de agentes antivirais e antibacterianos [50, 51]. Portanto, adquirir
conhecimento detalhado sobre a estrutura e funcdo das proteinas de membranas em nivel molecular é
de grande importancia biomédica.

No entanto, o estudo de proteinas de membrana apresenta varios desafios como o baixo
rendimento de sua expresséo e a dificuldade de purificagdo em uma forma quimica e termicamente
estavel para estudos subsequentes de caracterizagdo biofisica e funcional. Como resultado, nosso
entendimento da estrutura e funcdo das MPs ndo conseguiu acompanhar o crescente conhecimento de
proteinas solGveis, limitando nossa compreensdo dos processos biolégicos fundamentais e afetando
nossa capacidade de tratar doencas.

Um dos aspectos mais complicados no estudo de proteinas de membrana é o de mimetizar a
bicamada lipidica nativa com o objetivo de manter intactas a estrutura e a funcgéo da proteina. O uso de
detergentes é atualmente a primeira escolha na estratégia de purificagdo de MPs [52, 53] e permitiu
que descobertas bioquimicas importantes e pioneiras fossem feitas, principalmente no que concerne a
estrutura e funcdo das MPs [54—56]. Contudo, atualmente é sabido que detergentes ndo se apresentam
como um solvente ideal para proteinas de membranas, pois podem afetar dramaticamente sua
estrutura, estabilidades quimica e térmica e funcéo biol6gica [57-59]. Por serem moléculas altamente
dindmicas, detergentes removem lipidios ligados as MPs durante os processos de extracdo e
purificacdo das proteinas, podendo gerar instabilidades estrutural e funcional. Desta forma, novos
métodos tém sido desenvolvidos para suplantar este problema e com o objetivo de preservar a
estrutura e funcdo das MPs.

Uma nova e promissora ferramenta biofisica desenvolvida para mimetizar a bicamada lipidica
nativa € a utilizacdo de copolimeros anfipaticos de estireno-a4cido maléico (SMA). Este polimero
possui partes alternadas de estireno (hidrofobico) e acido maléico (hidrofilico) que séo capazes de
interagir com membranas lipidicas (Figura 1A). Os anéis apolares do estireno se inserem entre as

cadeias lipidicas, formando uma espécie de “cinta” polimérica que circunda a bicamada lipidica
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evitando, outrossim, exposicdo ao solvente da regido hidrofobica dos lipidios [60]. Como resultado,
sdo formadas as assim chamadas particulas lipidicas de SMA, ou SMALPs, que sdo discos de
lipidios/polimeros de didmetros em escala nanométrica. Os polimeros de SMA também sdo capazes de
solubilizar espontaneamente membranas bioldgicas nativas, formando, assim, SMALPs nativos
contendo proteinas de membranas [61-63] (Figura 1B). Estas propriedades levaram a uma rapida
expansdo da utilizacdo destes polimeros em estudos biofisicos e bioquimicos de proteinas de
membranas, Vvisto que tais proteinas poderiam serem estudadas em seus ambientes lipidicos nativos.
Desta forma, os polimeros de SMA oferecem um caminho alternativo importante para o isolamento e
purificacdo de proteinas de membrana sem a necessidade de utilizacdo de detergentes tradicionais,
contribuindo, pois, para a manutencdo da integridade estrutural e funcional da proteina. Proteinas
bacterianas, vegetais, fungicas e de mamiferos foram isoladas, purificadas e estudadas com sucesso
usando essa nova tecnologia, em bicamadas lipidicas nativas que nunca entraram em contato com
detergentes [64—-70]. O sucesso deste método é evidenciado por um nimero crescente de publicagdes
descrevendo uma variedade de proteinas, podendo ser conferido no site da crescente comunidade
SMALP (http://www.smalp.net/) e em artigos recentes de revisdo [71, 72].
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Figura 1. Copolimero de estireno—acido maléico (SMA) em estudos de proteinas de membranas. (A) A estrutura
quimica do SMA consiste de n grupos hidrofébicos da molécula de estireno acoplados com m grupos hidrofilicos de acido
maléico. Os copolimeros tradicionais SMA 2:1 e SMA 3:1 da empresa Polyscope sdo os mais usados para extragdo de
proteinas de membranas devido as suas propriedades intrinsecas como razdo molar estireno:acido maléico apropriada e
massa molecular relativamente baixa (7,5 a 10,0 kDa). (B) Solubilizacdo da fragdo da membrana nativa de células através da
adicdo de SMA. O polimero anidnico adsorve nas membranas, insere-se na regido hidrofébica e espontaneamente forma
discos lipidicos de tamanho manométrico contendo diferentes proteinas de membranas, tendo 0 SMA circundando os discos
e evitando exposicdo ao solvente da regido hidrofébica das bicamadas lipidicas. As assim chamadas particulas lipidicas de
SMA contendo proteinas de membranas (SMALP) sdo purificadas via cromatografia de afinidade ou de exclusdo molecular
por tamanho (SEC). Figura adaptada da referéncia [73].

Outra vantagem da utilizacdo de SMA também reside na possibilidade de preparagdo de
amostras de proteinas de membranas purificadas em lipossomos com composicBes lipidicas
especificas, ou seja, controladas pelo pesquisador. SMALPs nativos ou formados por lipidios
sintéticos fornecem um ambiente de bicamada lipidica estavel que é bem adequado para estudos
biofisicos e funcionais de proteinas de membrana através de diversas técnicas biofisicas, sejam

espectroscopicas, calorimétricas, hidrodindmicas ou de espalhamento.
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Vérios trabalhos demonstraram o potencial da tecnologia SMA em estudos estruturais de
membranas intactas e ilustram sua aplicabilidade na resolucdo de importantes complexos
proteinas/lipidios. A estrutura do transportador multidroga AcrB em SMALPs nativos foi resolvida a
3.0 A de resolucdo por crio-microscopia eletrdnica (cryo-EM) [74]. A estrutura obtida continha 31
moléculas lipidicas nativas decorando a proteina, ou seja, intera¢fes proteina-lipidios nativas foram
preservadas e puderam ser elucidadas. A estrutura de um complexo de 464 kDa compreendendo a
proteina Alternative Complex Il (ACIIl) embebida em nanodiscos nativos e complexada com a
citocromo ¢ oxidase também foi estudada por cryo-EM [75]. A estrutura, determinada a 3.4 A de
resolucdo, mostrou os residuos acilados responsaveis pelo transporte de elétrons fotossintéticos,
grupos heme, aglomerados ferro-enxofre e fosfolipidios nativos, com o SMALP acomodando 6
unidades da ACIII contendo 48 hélices transmembrana. Aplica¢des da tecnologia SMA em estudos de
cristalografia de raios-X [76], espectrometria de massas [77], transferéncia ressonante de energia
fluorescente e simulagBes de dindmica molecular [78], além das espectroscopias de ressonancia
magnética em suas vertentes eletronica (RME) [79] e nuclear (RMN) [80], entre outras, também foram
realizadas com sucesso.

Uma grande descoberta realizada pelo grupo do Prof. Stanley Opella, da Universidade da
California, San Diego (UCSD), o qual este professor atuou como p6s-doutorando por dois anos, foi o
da utilizagdo de SMALPs para estudos estruturais de proteinas de membranas através da técnica de
RMN no estado s6lido de amostras orientadas. O diametro dos SMALPs pode ser ajustado pela razéo
molar lipidio:SMA (qq). Nanodiscos lipidicos com diametro superior a 30 nm, comumentemente
chamados na literatura de macrodiscos, possuem a capacidade de se orientar no campo magnético do
espectrometro de RMN [81]. Alinhamento magnético de moléculas lipidicas é possivel gragas ao nédo-
nulo tensor de susceptibilidade diamagnética de bicamadas lipidicas [82]. O recente trabalho do grupo
publicado na classica revista Biophysical Journal [83] demonstra a viabilidade em se utilizar
macrodiscos formados por SMA para estudos de RMN no estado sélido de amostras orientadas. Foi
demonstrado que, estabelecidas certas condicdes de q¢, temperatura e concentracdo lipidica,
macrodiscos de SMA eram estaveis e se alinhavam prontamente com o vetor normal a bicamada
orientado paralela ou perpendicularmente a direcdo do campo magnético estdtico externo do
espectrometro de RMN. Os resultados foram obtidos na auséncia e na presenca da Pfl, uma proteina
de um bacteriéfago constituida por uma hélice transmembrana. A qualidade espectral avaliada pelas
larguras de linha do 3!P dos lipidios e dos sinais de °N das amidas da proteina nas amostras orientadas
resultou em um conjunto homogéneo de ressonancias com larguras de linha dos sinais de ®N da
ordem de 0,3 ppm, as mais estreitas obtidas até hoje em RMN no estado s6lido de amostras orientadas
[83]. Isso teve um forte impacto dentro do campo de biologia estrutural e vai certamente contribuir
para superar um grande obstaculo que os pesquisadores que utilizam RMN no estado solido de

amostras orientadas enfrentam, que é o de reconstituir, de maneira estavel e reprodutivel, proteinas de
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membrana em dois sistemas prévia e frequentemente usados, quais sejam, bicelas alinhadas
magneticamente ou bicamadas lipidicas alinhadas mecanicamente em placas de vidro suportadas.

O grupo do Prof. Opella também conseguiu demonstrar que SMALPs nativos contendo a
proteorodopsina (GpR, do inglés green-absorbing proteorhodopsin), uma proteina contendo sete
hélices transmembrana e que atua como bomba de protons em bactérias, também foram capazes de se
alinhar magneticamente (Figura 2). Apesar destes dados promissores, a adicdo de lipidios sintéticos
nos SMALPs nativos foi necessaria para se obter amostras magneticamente orientadas. Contudo, a
largura das linhas espectrais das ressonancias do 3P e °N ainda estdo aquém do desejado para estudos
estruturais, em alta resolucdo, de proteinas de membranas por RMN. O alargamento espectral das
linhas de ressonancia provavelmente esta relacionado a ndo homogeneidade orientacional dos
SMALPs com relagdo ao campo magnético e da proteina com relacdo a bicamada lipidica. As
possiveis causas para tais problemas podem ser a ndo homogeneidade do tamanho e da composi¢do
dos discos lipidicos, incompatibilidade da propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas com

alinhamento magnético, possivel interagio GpR—SMA, entre outras. Desta forma, faz-se altamente

necessaria_uma _investigacdo mais detalhada das propriedades fisicas de SMALPs nativos e

constituidos por lipidios sintéticos contendo proteinas de membranas e dos mecanismos de formacéo

de macrodiscos de SMA e de alinhamento magnético. E a espectroscopia de RME aliada ao uso de

marcadores de spin pode dar uma contribui¢do importante e valiosa neste campo.
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Figura 2. Espectros de RMN no estado sélido de amostras magneticamente orientadas de proteorodopsina
uniformemente marcada com °N e incorporadas em nanodiscos lipidicos nativos. (A) Representacdo esquematica
de uma amostra magneticamente alinhada de SMALP nativo contendo uma proteina de membrana hipotética, no qual o
vetor normal a bicamada (n) esta orientado perpendicularmente a direcdo do campo magnético estatico externo aplicado
(Bo). (B) Espectro unidimensional de deslocamento quimico do 3'P dos lipidios da amostra de SMALP contendo GpR e
obtido na frequéncia de ressonancia de 283 MHz com desacoplamento de 'H e o correspondente (C) espectro
unidimensional de deslocamento quimico do **N da proteina. O pico ao redor de 11 ppm obtido no espectro de fosforo
assim como os sinais obtidos no intervalo de deslocamento quimico entre 60 e 110 ppm no espectro do °N sédo
indicativos de alinhamento de n e do eixo da proteina perpendicularmente ao campo magnético externo Bo, como
mostrado no item A.

AplicacBes da tecnologia SMALP em RME foram demonstradas com sucesso e tém sido
lideradas pelo grupo do Prof. Gary Lorigan, da Universidade de Miami. Seu grupo tem usado 0s
polimeros SMA para caracterizagdo espectroscépica de nanodiscos formados por lipidios sintéticos na
auséncia e na presenca de KCNE1, uma proteina constituida por uma hélice transmembrana que

modula a funcéo de canais de potéssio operados por voltagem [84]. Contudo, existe pouca informagdo




Projeto de Pesquisa: Aplicagbes de RME ao estudo de sistemas de interesse biolégico 8

a respeito da fluidez e do empacotamento lipidicos nestes sistemas e, principalmente, em SMALPs

nativos. Adicionalmente, as interacoes entre os polimeros de SMA e as bicamadas lipidicas assim

como entre os polimeros e as proteinas embebidas nos SMALPs ainda ndo foram elucidadas.

O grupo do Prof. Lorigan também demonstrou a capacidade de orientacdo de bicelas de
fosfolipidios nos baixos campos magnéticos dos espectrémetros de RME, notavelmente nas bandas X

e Q [85-88]. Contudo, ainda ndo ha informacdo sobre a habilidade dos macrodiscos de SMA de se

orientarem nos baixos campos magnéticos das bandas X e Q.

Desta forma, apesar de grandes avangos na area e de resultados promissores, ainda ha muito a
ser entendido. Em particular, este projeto de pesquisa pretende-se valer dos inimeros gaps existentes e
fornecer informacGes importantes acerca do mecanismo de formagdo de macrodiscos lipidicos
sintéticos e nativos, do mecanismo de alinhamento magnético dos SMALPs, do comportamento
termotrdpicos dos discos lipidicos e possivel coexisténcia de fases, da dindmica estrutural de SMALPs
de diferentes composicoes lipidicas e do efeito das interacGes proteina-lipidios, proteina-polimero e
lipidio-polimero nas propriedades fisicas dos SMALPs. Para isto, iremos nos valer, principalmente, da
técnica de RME aliada ao uso de marcadores de spin e simulagdes espectrais e, sempre que necessario,
de simulagbes de dindmica molecular de sistemas proteina/lipidio/polimero para entendermos as
interacOes entre os trés componentes do sistema.
Dois sistemas-modelo serdo usados:
1) Peptideos WALP
Trata-se de um peptideo sintético modelo de hélice transmembrana, composto por
residuos de triptofano (W), alanina (A) e leucina (L), e cuja estrutura primaria variavel
contendo n unidades do dipeptideo hidrofébico LA: GWW(LA),LWWA [89]. Os residuos
de triptofano flanqueadores da sequéncia permitem que os extremos N- e C-terminais
estejam ancorados na superficie da membrana. Este peptideo modelo foi planejado para
estudar diversas propriedades de proteinas de membranas incorporadas em bicamadas
lipidicas, como orientagdo, extensdo da inser¢cdo e mismatch hidrofébico. Peptideos
WALP foram extensivamente estudados por diversas técnicas, entre elas RMN [90, 91] e
RME [92, 93]. O aminoacido paramagnético TOAC [94] sera usado para monitorar as
mudancas estruturais e dinamicas do peptideo incorporado em SMALPs modelo.
2) Proteorodopsina
Trata-se de uma proteina de membrana de bactérias marinhas que usa um croméforo para
realizar a funcdo de bombeamento de protons [95]. Possuindo sete o—hélices
transmembrana [96], a proteorodopsina faz parte da familia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCR), proteinas de membrana que captam sinais extracelulares e ativam vias
de transducgdo de sinal no interior da célula. Este receptor € um modelo de proteina de
membrana extensivamente estudado por diversos métodos biofisicos, entre eles,
simulagdes de dindmica molecular [97], RMN [98] e RME [99].
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A utilizacdo destes dois modelos de proteinas de membranas, uma constituindo de uma hélice
transmembrana e a outra de sete hélices transmembrana, ird nos permitir a realizacdo de estudos
detalhados por RME e simula¢tes de dindmica molecular para entendermos melhor a interacao entre
0s componentes dos SMALPs, assim contribuindo para o0 avanco do campo de biofisica molecular de

proteinas de membrana.

1.2. Mecanismo de acéo de proteinas virais de fuséo de membranas

Os virus desenvolveram uma grande variedade de proteinas de membranas que estdo
envolvidas em uma infinidade de tarefas de seu ciclo de vida. Algumas dessas proteinas estdo
simplesmente ancoradas a membrana do envelope viral e desempenham fungdes estruturais simples,
outras executam tarefas mais elaboradas como a de modular o equilibrio eletroquimico no préprio
virus e em compartimentos sub-celulares na célula hospedeira, atuando como canais idnicos [100].
Ainda mais interessante sdo as proteinas envolvidas no evento inicial do ciclo de vida dos virus na
célula hospedeira, as chamadas proteinas de fusdo. Estas proteinas transmembrana sdo verdadeiras
maéquinas bioldgicas altamente especializadas no processo de infeccdo viral e entrada ao hospedeiro.
Elas realizam a dificil tarefa de fundir as membranas celular e viral para acessar o conteldo
citoplasmatico. Apesar de termodinamicamente favoravel, a fusdo de duas bicamadas lipidicas possui
uma alta barreira cinética, da ordem de centenas de kcal/mol [101, 102]. Proteinas virais de fusdo
diminuem essa barreira energética usando a energia livre liberada durante as mudancas
conformacionais proteicas, acelerando, consideravelmente o processo de fusdo. A determinagdo das
estruturas de proteinas de fusdo e de dominios individuais dessas proteinas e seus complexos com
proteinas regulatdrias e membranas permitiu desvendar os diversos passos desse complexo e
orquestrado mecanismo de fusdo mediado por proteinas virais [103, 104].

No final de 2002, o aparecimento de uma doenca respiratéria denominada Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS) na provincia chinesa de Guangdong se espalhou rapidamente pelo
mundo até se transformar, em 2003, na primeira epidemia mundial do século XXI. Entre marco e julho
daguele ano, a eclosdo dessa epidemia viral apavorou o mundo ao contaminar mais de 8.000 pessoas e
provocar 774 mortes [105]. A taxa de mortalidade foi de 9,6%, sendo superior a 50% em pessoas
acima de 60 anos [106]. Como comparacdo, a taxa de fatalidade do virus influenza, da gripe, gira em
torno de 0,6% e também acomete principalmente os idosos.

Apo6s o surto da doenca, esforgos concentrados de pesquisadores em todo o mundo e
coordenados pela Organizagdo Mundial da Sadde resultaram em uma rapida identificacdo e
caracterizacdo do agente etiol6gico da SARS: um novo coronavirus (CoV) que foi denominado SARS-
CoV [107]. Coronavirus sdo um grupo de virus de RNA de cadeia simples pertencentes a familia
Coronaviridae e de polaridade positiva, ou seja, que servem diretamente para a sintese proteica. Esse
grupo de virus é capaz de infectar uma grande variedade de hospedeiros, incluindo muitas espécies de

mamiferos, além de causar uma variedade de doencas, incluindo doencas respiratorias,
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gastrointestinais, hepaticas e neurolégicas [108]. Em seres humanos, coronavirus comumente causam
resfriado, mas podem provocar pneumonia e gastroenterite.

Atualmente, o reaparecimento da SARS a partir de reservatorios animais €, ainda, um potente
risco para futuras ocorréncias [109]. Com efeito, uma nova doenca respiratoria causada por
coronavirus, a Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS), apareceu na Arabia Saudita em 2012
[110]. Possuindo caracteristicas e sintomas parecidos aos da SARS, a MERS rapidamente se espalhou
por 27 paises, levando ao 6bito cerca de 35% das pessoas infectadas com o MERS-CoV, uma taxa
bem superior aquela da SARS [111]. Mais recentemente, em dezembro de 2019, tivemos o surgimento
de um novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, causador da COVID-19, na cidade de Wuhan, China, que
provocou uma pandemia sem precedentes [112]. Dada a alta transmissibilidade da doenca, o surto
inicial evoluiu rapidamente e se espalhou pelo mundo, dando origem a uma crise global de saide de
publica. Até 31 de agosto de 2021, mais de 217 milhdes de pessoas em 191 paises e territorios do
mundo foram contaminadas pelo SARS-CoV-2, levando ao 6bito mais de 4,5 milhdes de pessoas.
Somente no Brasil, os casos confirmados ja passam de 20,7 milhGes e 0 nimero de 6bitos é superior a
579 mil (https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Nos trés casos, acredita-se que a infeccdo humana
tenha surgido pelo contato com um hospedeiro intermediario que, por sua vez, adquiriu o virus do
reservatorio original, presumivelmente morcegos [113].

A base da infecgdo viral reside principalmente na capacidade da proteina Spike (S) de se ligar
aos receptores da superficie celular e iniciar o processo de infeccdo. Ancoradas nas membranas dos
coronavirus através de uma porgdo C-terminal transmembrana, essas proteinas se oligomerizam e
formam as espiculas do envelope viral (Figura 3A). Essas espiculas sdo responsaveis tanto pela
ligacdo a receptores celulares quanto pela subsequente fusdo da bicamada lipidica do envelope viral
com a membrana celular do hospedeiro, levando a liberagdo do genoma do virus no citoplasma [114].
A glicoproteina S possui duas subunidades, S1 e S2, que desempenham fungdes distintas no processo
de fusdo. A subunidade S1 é a responsavel pelo reconhecimento de diversos receptores das células do
hospedeiro [115-117], enquanto a S2 é responsavel diretamente pela fusdo das membranas celular e
viral [118]. A arquitetura bésica desta ultima subunidade inclui segmentos funcionalmente essenciais
para 0 mecanismo de infeccdo, entre eles se destacam o peptideo de fusdo (FP), o dominio
transmembrana (TM) e duas regides heptad de repeti¢do altamente conservadas (HR1 e HR2) [119]
(Figura 3B). Tais dominios sdo descritos como alvos principais para intervencdo terapéutica [120].

Uma caracteristica marcante de qualquer proteina viral de fusdo é o chamado peptideo de
fusdo, um segmento contendo entre 15 e 30 aminoacidos que tem a capacidade de se ligar a
membranas e modificar suas propriedades biofisicas, iniciando, assim, o processo de fusdo [121]. Em
particular, os FPs promovem mudangas significativas na estrutura, fluidez, curvatura e hidratacdo da
bicamada lipidica das membranas das células hospedeiras e fornecem a energia livre necessaria para

ativar o renovelamento da proteina S [122]. Até o momento, a localizagdo exata e a sequéncia dos

peptideos de fusdo de coronavirus ndo sdao bem conhecidas [123], contudo, por analogia com outras
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proteinas virais de fusdo de classe I, sdo preditas pertencerem a regido N-terminal do segmento HR1
da subunidade S2 [124, 125] (Figura 3B), altamente conservada na familia Coronaviridae [126].

No caso do SARS-CoV, um estudo de mutagénese dos residuos 798-815, combinado com
estudos estruturais e de atividade fusogénica de peptideos isolados, mostrou a importancia daquela
regido como candidato a peptideo de fusdo da proteina S do SARS-CoV [127]. Consistente com seu
papel durante a fusdo de membranas virus-hospedeiro, este suposto FP foi capaz de induzir
empacotamento lipidico dependente de Ca?* em modelos de membranas [128]. Por outro lado, devido
as altas atividades de mistura lipidica e permeabilizagdo, além da habilidade de promover desidratacdo
e curvatura em membranas, mostramos que o segmento 851-888, também conservado, pode
representar o dominio mais ativo da glicoproteina S do SARS-CoV [129]. Este candidato a FP esta
localizado entre a regido N-terminal da subunidade S2 e o dominio HR1 (Figuras 3B e 3C).
Adicionalmente, diferentes dominios da proteina S do SARS-CoV foram mostrados ser capazes de
modificar significativamente as propriedades biofisicas das membranas [130]. A possibilidade da
presenca de dois ou trés dominios ativos em bicamadas com caracteristicas de FP na proteina S do
SARS-CoV é muito intrigante. Como essas moléculas agem para promover a fusdo da membrana

requer, portanto, uma investigacdo mais aprofundada. Ja para 0 MERS-CoV, um estudo recente fez

uso de alinhamento multiplo de sequéncias utilizando estruturas primarias das subunidades S2 de
diversos CoVs e identificou o segmento formado pelos residuos 884-898 da proteina S com

propriedades consistentes com as de peptideos de fusdo [131]. Contudo, nenhum estudo biofisico

descrevendo os efeitos deste candidato a FP do MERS-CoV foi relatado.
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Figura 3. Arquitetura geral da glicoproteina Spike de coronavirus e localizagdo dos peptideos funcionais de
membrana. (A) Reconstrugdo tridimensional do SARS-CoV através de crio-microscopia eletronica (cryo-EM). As
espiculas (homotrimeros da proteina Spike, em laranja) estdo incorporadas no envelope viral (bicamada lipidica, em
azul e roxo) através de uma haste fina (verde). No modelo, estdo ainda destacados seu interior (nucleocapsideo, em
vermelho) e o espagamento isotropico das espiculas. Figura adaptada da referéncia 132. (B) Representagdo
esquematica da estrutura primaria da proteina Spike de coronavirus, mostrando os dominios relevantes das
subunidades S1 e S2. SP e RBD na subunidade S1 representam o peptideo sinal e o dominio de ligagao ao receptor.
HR1 e HR2 representam as repeticdes heptad que formam o feixe de seis hélices caracteristico da conformacéo pds-
fusdo do trimero da proteina Spike. CP corresponde ao dominio citoplasmatico. As setas apontando para o peptideo
de fusdo (FP) e para o dominio transmembrana (TM) mostram a localizagdo dos dominios que estamos interessados.
(C) Estrutura tridimensional da conformacéo trimérica da proteina Spike do SARS-CoV em sua conformagéo pré-
fusdo por cryo-EM de particula Unica [133] e a localizacdo do peptideo FP. O dominio transmembrana, nao
representado aqui por falta de densidade eletrdnica, estaria inserido na membrana viral. Figura adaptada das
referéncias [133] and [134].
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Embora 0 mecanismo exato pelo qual CoVs entram nas células do hospedeiro ainda ndo esteja

totalmente elucidado, ha evidéncias que ndo somente o FP, mas também o dominio transmembrana

(TM), regido altamente conservada e localizada no C-terminal da proteina S de coronavirus (Figura

3B), participa ativamente do processo de fusdo de membranas [135-137]. Ambos FP e TM modificam

0s parametros biofisicos das membranas de tal maneira a promoverem as mudancas topologicas
necessarias nas bicamadas lipidicas para a formacdo de poros. Ha evidéncias substanciais de que o
dominio TM é importante ndo somente para a ancoragem de S2 nas membranas, mas também para a
oligomerizagdo [138] e a fusdo [139]. A regido N-terminal do dominio TM de proteinas virais de fusdo
de classe | também se mostrou potencial alvo para inibidores virais [140, 141].

Adicionalmente, mostramos que o dominio TM da proteina S do SARS-CoV exibe um motivo
CRAC (cholesterol recognition/interaction amino acid consensus) que possibilita ao peptideo interagir
com colesterol supostamente para facilitar o mecanismo de fusdo da membrana [142, 143]. Mostramos
que o TM se associa a membranas, oligomeriza-se nas bicamadas lipidicas, promove a segregacao de
colesterol e aumenta o ordenamento local da superficie da membrana. A técnica de RME foi essencial
para mostrarmos que o dominio TM induz modificacbes das propriedades biofisicas apenas de
membranas contendo dominios liquido-ordenados (manuscrito em preparacdo). Esses resultados
podem ser relevantes para 0 mecanismo viral de fusdo, ja que a coexisténcia de fases liquido-ordenada
(complexos de proteinas e lipidios ricos em colesterol, chamados de rafts lipidicos [9]) e liquido-
desordenada podem ocorrer em membranas biolégicas reais.

Apesar da importancia destas duas regides na estabilizagéo e oligomerizagdo da subunidade S2

da proteina Spike do SARS-CoV e na reacdo de fusdo de membranas, nenhuma explicacdo estrutural

foi fornecida para a elucidacdo da fungdo precisa dos dominios FP e TM. Esforgos consideraveis tém

sido direcionados na elucidacdo da estrutura e interagdo com membranas dos FPs de diferentes virus,

contudo, poucos trabalhos tém focado na importancia da correlacdo estrutura-funcdo tanto dos FPs

quanto do TM de coronavirus. Elucidar a natureza das interaces entre fosfolipidios e proteinas de

membranas, assim como a determinacdo da estrutura das regibes membranotrépicas dessas proteinas,
pode ajudar a compreender o orquestrado mecanismo de fusdo dessas maquinas biologicas.

Neste contexto, este projeto de pesquisa tem como objetivo principal o entendimento do
mecanismo de acdo em membranas bioldgicas de dominios funcionalmente relevantes ao processo de
fusdo de membranas induzido pelas proteinas Spike dos coronavirus causadores da SARS e da MERS.
Apesar de grandes avancos em estudos de FPs e TMs de diferentes virus, dados sobre coronavirus séo
escassos. Informacdes precisas sobre o papel desses dominios no processo de fusdao em sistemas
complexos sdo, no entanto, de dificil obtencdo. Portanto, peptideos sintéticos correspondentes aos
dominios FP e TM podem ser muito Uteis na determinacdo de caracteristicas estruturais e dinamicas
quando de suas interagdes com membranas modelo [144].

O interesse em estudos em nivel molecular da interacdo destes importantes segmentos

membranotrépicos com bicamadas lipidicas abrange ndo somente uma tentativa de elucidacdo dos
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mecanismos da interacdo, que pode contribuir para um melhor entendimento do processo de fusdo em
coronavirus, como também a utilizacdo das informacdes dai obtidas para o desenho racional de drogas
inibidoras da fusdo de membranas. Com uma abordagem computacional e experimental, procuraremos
obter informacdes dinamicas, estruturais e funcionais e discutir as implicacdes das interacoes
peptideos-membranas no mecanismo de fusdo da proteina, alcancando, assim, uma descri¢do

detalhada de tal processo.

1.3. Desenvolvimento do projeto de pesquisa — Objetivos gerais, metodologia e
colaborac6es

Esse projeto de pesquisa esta fundamentado em dois objetivos principais, sendo um especifico
e outro mais geral. Como objetivos especificos (detalhados nas se¢Bes anteriores): (1) buscamos o
desenvolvimento e caracteriza¢do de novos sistemas miméticos de membranas bioldgicas para estudos
biofisicos diversos que tentam contribuir para o entendimento do funcionamento de proteinas de
membranas; e (2) visamos a investigacdo da correlacdo entre estrutura, dindmica e fungdo de peptideos
virais de membranas de coronavirus; problemas biofisicos indubitavelmente relevantes.

Como objetivo geral, interessa-nos nuclear um grupo de biofisica molecular dentro do
Laboratério de Ciéncias Fisicas (LCFIS), com linhas de pesquisa que permeiam areas da “Ciéncia e
tecnologia de materiais”, como o desenvolvimento e caracterizacdo de materiais biologicos, e da "Bio-
organica e bio-inorganica", como a investigacao da estrutura, dindmica e funcéo de proteinas virais de
fusdo e na busca de farmacos e metalofarmacos capazes de inibir o processo de fusdo de membranas
mediada por proteinas virais. O “carro-chefe” do potencial grupo, inicialmente, seria a aplicacdo das
técnicas de RME e dindmica molecular em sistemas de interesse biol6gico, o que poderia incluir
projetos em parceria com docentes que compdem o time de pesquisadores do PGCN e/ou colaboragdes
com outros laboratérios da UENF, como aqueles pertencentes ao Centro de Biociéncias e
Biotecnologia (CBB). Também atuaremos fortemente para aprovar projetos que permitam a expansao
da infraestrutura do LCFIS na forma de compra de equipamentos de interesse geral dos docentes da
PGCN/UENF.

A metodologia necessaria para a realizacdo dos projetos propostos nas secdes anteriores
envolve, sumariamente, o estabelecimento de colaboragfes. A disponibilidade comercial de venda de
lipidios e peptideos, assim como a existéncia de um protocolo bioquimico para obtencdo da proteina
de membrana proteorodopsina, estabelecido por mim em meu estagio pos-doutoral na Universidade da
Califérnia, foram caracteristicas levadas em considera¢do quando da escolha dos projetos. Assim,

temos:

Obtencdo de materiais: Lipidios e marcadores de spin em diferentes posi¢cdes da cadeia acil 1-
palmitoil-2-(n-doxil stearoil) fosfatidilcolina (n = 5, 7, 10, 12, 14 e 16-PCSL) e na cabeca polar,

dipalmitoilfosfatidil tempo (2,2,6,6,-tetrametil-1-oxi) colina (DPPTC), sdo adquiridos comercialmente
da empresa Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL) e Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). O
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marcador de spin S-(1-oxy-2,2,5,6-tetramethylpyrroline-3-methyl)methanethiosulfonate (MTSSL) é
obtido comercialmente da empresa Toronto Research Chemicals (Ontario, Canada).

Sintese, purificacdo e caracterizacdo dos peptideos: Os peptideos serdo sintetizados pela empresa

Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento (Diadema, SP, Brasil), GenScript (Piscataway, NJ, Estados
Unidos) ou por nosso colaborador na area de sintese peptidica, o qual sera responsavel pela marcacdo
de spin sitio-dirigida, realizada com os marcadores de spin MTSSL ou TOAC.

Medidas de RME: O LCFIS da UENF conta atualmente com um espectrémetro Bruker Elexsys E500

para utilizagdo em modo de onda continua e que opera em bandas X e Q, com possibilidade de
obtencdo de dados em temperaturas criogénicas. Sempre que se fizer necessario, medidas de RME no
modo pulsado serdo realizadas no espectrémetro Bruker Elexsys E580, localizado no Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, através de colabora¢do com os professores Claudio
José Magon e Otaciro Rangel do Nascimento.

Simulacdes de Dindmica Molecular: Estudos iniciais de DM serdo realizados em um cluster de

computadores localizado no Laboratério de Biofisica Molecular, da Universidade de S&o Paulo,
campus de Ribeirdo Preto, através de colaboracdo com o Prof. Antonio José da Costa Filho, com o

software NAMD, disponivel gratuitamente em http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/.

A utilizacdo de outras técnicas espectroscopicas, calorimétricas, de espalhamento, ou
microscopias serdo realizadas, sempre que possivel, em parcerias com outros laboratorios da UENF.
Em praticamente todos os sistemas descritos nas secdes anteriores sera utilizada uma abordagem
inicial em termos de RME e que envolve a caracterizagdo das amostras e a determinacdo das
condicdes ideais de medida em cada caso. De posse desses resultados e de acordo com o0 andamento de
cada projeto, poderemos planejar experimentos futuros que atendam as necessidades individuais dos

sistemas estudados, fornecendo respostas relativas aos problemas em questao.

Colaboragdes nacionais

Em adicdo as possiveis colaboracdes com membros do PGCN e de docentes de outros
laboratérios da UENF, sempre que se fizer necessario, poderemos contar com a colaboracdo dos
seguintes pesquisadores brasileiros:

e Prof. Dr. Claudio José Magon e Prof. Dr. Otaciro Rangel Nascimento — Universidade de Sao

Paulo: Ambos os pesquisadores exercem cargos de chefia em seus respectivos laboratorios e
disponibilizaram o espectrdometro de RME pulsado e outros equipamentos espectroscopicos e
calorimétricos.

e Prof. Dr. Fabio Ceneviva Lacerda Almeida — Universidade Federal do Rio de Janeiro: O Prof.

Almeida é especialista na aplicacdo de técnicas de RMN nos estados liquido e sélido para
estudos estruturais e dindmicos de proteinas sollveis e de membranas. Ele é responsavel pela

coordenacdo do Centro Nacional de RMN Jiri Jonas (CENABIO 1), que disponibiliza diversos
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espectrébmetros de RMN da Bruker para amostras sélidas (400 MHz) e liquidas (600, 800 e
900 MHz). Dependendo da necessidade, poderemos usufruir da infraestrutura do CENABIO |,
na forma de colaboracdo cientifica com o Prof. Almeida.

o Prof. Dr. Eduardo Festozo Vicente — Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho:

Especialista em sintese peptidica em fase sélida, a colaboragdo com o Prof. Vicente sera
fundamental para a aquisicao de peptideos sintéticos contendo ou ndo sondas paramagnéticas.

e Prof. Dr. Antonio José da Costa Filho — Universidade de Sdo Paulo: O Prof. Costa-Filho tem

liderado a pesquisa nacional em aplicacbes de RME para entender o funcionamento de
sistemas bioldgicos. O estabelecimento de uma colaboracédo com o Prof. Costa-Filho dar-se-,
inicialmente, na forma de utilizacdo da infraestrutura computacional de seu grupo para

simulagdes de dindmica molecular até estabelecermos a infraestrutura adequada

Colaboragdes internacionais

Com parcerias estabelecidas no passado através de visitas na forma de estagio doutoral ou pés-
doutoral, temos portas abertas nos grupos coordenados pelos pesquisadores abaixo, que poderdo ser
acionados na necessidade de realizagdo de experimentos que exijam os altos campos magnéticos dos
espectrébmetros de RME em alta frequéncia e RMN no estado solido.

e Prof. Dr. Stanley Opella — Universidade da Califérnia San Diego: O Prof. Opella possui vasta

experiéncia no desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de RMN nos estados liquido e sélido
para caracterizacdo estrutural de peptideos e proteinas de membranas embebidos em
bicamadas lipidicas.

e Prof. Dr. Alex Smirnov — Universidade do Estado da Carolina do Norte: o Prof. Smirnov,

especialista em RME de alto campo e alta frequéncia, € um dos lideres mundiais no
desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a estudos estruturais e funcionais de

macromoléculas biologicas.

2. PLANO DE ENSINO

As atividades de ensino que serdo realizadas por este professor credenciado ao Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncias Naturais (PGCN) podem ser divididas em duas partes: (1) ministragcdo de
disciplinas especificas ja existentes na grade curricular do PGCN como “PCN1722 - Interagdo da
Radiacdo com a Matéria 11”, “FIS1752 - Introdugdo a Espectroscopia” e “PCN1735 - Ressonancia
Magnética Eletronica”; e (2) elaboragdo de duas disciplinas inéditas em nivel de pos-graduacdo

(mestrado e doutorado), de caréter interdisciplinar e compativeis com a area de atuacdo do professor:

(i) Biofisica de membranas biologicas: Essencial para o desenvolvimento das formas de vida

como as conhecemos, as membranas biologicas sdo fundamentais para a estabilizacdo da
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(i)

estrutura e da funcdo das células. Nesta disciplina, pretende-se introduzir ao aluno a fisica de
membranas bioldgicas segundo uma abordagem molecular, proporcionando uma visdo basica,
porém ampla da biofisica de membranas, incluindo detalhes sobre a estrutura, dindmica, funcéo
e termodindmica das membranas biol6gicas. Além disso, serd introduzido o conceito de
proteinas de membranas e como a interacdo entre proteinas e lipidios de membranas pode ser
estudada. Ementa reduzida: 1. Membranas biol6gicas; 2. Os lipidios das membranas; 3.
Detergentes e balsas lipidicas; 4. Modelos de membranas; 5. Estruturas e fases das membranas;
6. Dindmica dos lipidios nas membranas; 7. O papel do colesterol na estrutura e funcdo das
membranas; 8. Proteinas de membranas; 9. Interacdo proteina-lipidios em membranas; 10.
Fusdo de membranas. Bibliografia recomendada: [1] Yeagle, Philip L. The membranes of
cells. 3rd edition. Academic Press 2016. [2] Yeagle, Philip L. The Structure of Biological
Membranes. 3rd Edition. Boca Raton: CRC Press, 2012. [3] Nelson, D.L., Cox, M.M.
Principios de bioquimica de Lehninger. 6% edicdo S&o Paulo: Artmed, 2014. [4] Literatura
especializada selecionada para cada um dos tdpicos.

Técnicas fisicas aplicadas ao estudo de biomoléculas: Esta disciplina visa a discussao sucinta
dos fundamentos dos métodos de analise em biofisica molecular e estrutural, com especial
énfase em suas aplicacbes em pesquisas envolvendo proteinas e membranas biologicas. Serdo
apresentados 0s conceitos basicos e diversas aplicagdes de varias técnicas espectroscopicas,
hidrodindmicas e calorimétricas. Particularmente, as duas primeiras tém sido amplamente
usadas no estudo e caracterizagdo fisica e estrutural de macromoléculas biol6gicas. Por outro
lado, técnicas calorimétricas permitem avaliar uma vasta quantidade de propriedades
termodinamicas envolvidas na estabilizagéo de e na interacdo entre macromoléculas biolégicas.
Ementa reduzida: 1. Introdugdo a interacdo radiagdo-matéria; 2. Espectroscopia de absorcéo:
Principios bésicos; 3. Espectropolarimetria de dicroismo circular; 4. Espectroscopia de
fluorescéncia aplicada a proteinas; 5. Espectroscopia de infravermelho; 6. Ressonancia
magnética eletrbnica aplicada a proteinas e lipidios; 7. Macromoléculas como particulas
hidrodinamicas; 8. Eletroforese como técnica hidrodinamica; 9. Espalhamento dinamico de luz;
10. Espalhamento de raios X de baixo angulo: aplica¢bes; 11. Cromatografia de excluséo
molecular; 12. Ultracentrifugacdo analitica; 13. Calorimetria de titulacdo isotérmica; 14.
Calorimetria diferencial de varredura. Bibliografia recomendada: [1] Cantor, C. R. and
Schimmel, P. R. Biophysical Chemistry. Part II: Techniques for the Study of Biological
Structure and Function. San Francisco: W.H.Freeman, 1980. [2] Holde, K.E.; Johnson, W.C.
Principles of physical biochemistry. Upper Saddle River, NJ.: Prentice Hall, 1998. [3] Nelson,
D.L., Cox, M.M. Principios de bioquimica de Lehninger. 62 edicdo S&o Paulo: Artmed, 2014.

[4] Literatura especializada selecionada para cada uma das técnicas.
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As disciplinas serdo ministradas utilizando-se métodos tradicionais de ensino como aulas

expositivas, utilizacdo de recursos de datashow, apresentacdo de seminarios por especialistas

convidados e, quando conveniente, usando-se 0 método de aprendizagem baseada em problemas, que

estabelece uma estratégia pedagogica centrada no aluno.
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