Levista
Virtual de
Quimica

aUniversidade Federal do Rio de Janeiro,
Faculdade de Farmacia, Departamento
de Farmacos e Medicamentos, Cidade
Universitaria, CEP 21941-902, Rio de
Janeiro-RJ, Brasil.

*E-mail: theo @ pharma.ufrj.br
Recebido em: 20 de Fevereiro de 2021
Aceito em: 29 de Abril de 2021

Publicado online: 10 de Janeiro de 2022

Rev. Virtual Quim., 2022, no prelo, 1-12
©2021 Sociedade Brasileira de Quimica

Article

https://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20220008

Avaliacao de Proteinas com Desordem Intrinseca
do Banco de Dados DisProt: Conceitos, Importancia
Bioldgica e Caracteristicas Peculiares

Evaluation of Proteins with Intrinsic Disorder from the DisProt Database:
Concepts, Biological Importance and Peculiar Characteristics

Stephanny M. Alves de Souza,? Theo L. F. de Souza®*

The intrinsic disorder (ID) consists of a feature present in an extensive group of proteins in its totality
(IDPs) or only in regions (IDRs). Such feature provides a series of peculiar behaviors that differs from those
presented for globular proteins. They are characterized by the absence of a well-defined tridimensional
structure, owning high flexibility and conformational entropy, which enables a structural plasticity. In
this work, we perform an investigation of different issues involving proteins with ID available in the
DisProt database, as well as an extensive literature search to gather information that can help to expand
the knowledge about this important group of proteins. Proteins with ID are observed in all kingdoms of
life from the simplest to the most complex organisms, where they become more present. They participate
of the most diverse biological process, acting mainly in process involving signaling, where the ability to
adopt different conformations and bind to different partners becomes fundamental. The ID in proteins is
also responsible for the development of diseases and its peculiar structural features bring with them the
challenge of developing drugs able to act in these proteins. Different techniques can be applied to analyze
structural features presented by these proteins, such as the absence or low structural content, possibility of
structural gain, large volume, high solvent exposure and flexibility. With this work, we seek to bring a set
of information from the most varied topics involving proteins with ID that can help in the theme disclosure.
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1. Introducao

Os avangos nas dreas de biologia molecular e bioinformatica t€ém levado a descoberta de um
grupo cada vez mais crescente de proteinas que nio apresentam uma estrutura tridimensional
definida.!® Essa caracteristica, conhecida como desordem intrinseca (ID, Intrinsic Disorder),
pode ocorrer tanto em regides intrinsicamente desordenadas (IDRs, Intrinsically disordered
regions) em uma proteina bem enovelada, como em proteinas intrinsicamente desordenadas
(IDPs, Intrinsically disordered proteins) em sua totalidade. Ao contrario do que se pensava
sobre IDRs funcionarem apenas conectando dominios estruturados, tanto IDRs como IDPs séo
capazes de mediar diferentes fungdes.* Isso se deve ao fato de que, por ndo possuirem uma
estrutura rigida, elas sdo capazes de adotar miltiplas conformacdes em solucdo, o que pode
permitir a ligacdo com miuiltiplos parceiros celulares.® Portanto, a identifica¢o e o entendimento
de proteinas/regides intrinsicamente desordenadas (IDPs/IDRs) € importante para o desenho
de farmacos e para um melhor entendimento de processos biolégicos.

A funcionalidade de IDPs/IDRs pode ocorrer por diferentes mecanismos moleculares,
0s quais se baseiam principalmente em processos de transicdo desordem-ordem mediante a
presenca do parceiro celular, tal como ocorre com os elementos de reconhecimento molecular
(MoRFs, “Molecular Recognition Features™).* Os MoRFs podem compreender regides de 10
a 70 residuos e sdo classificados como a.-MoRFs, B-MoRFs ou i-MoRFs, dependendo do tipo
de estrutura adotado (a-hélice, folha-B ou irregulares, respectivamente).” As interagoes de
IDPs/IDRs com seus parceiros também podem ser mediadas por motivos lineares, os quais sdo
regides curtas, possuindo em média 6 residuos de comprimento, que se ligam geralmente com
baixa afinidade aos seus parceiros devido ao nimero limitado de residuos que fazem o contato.®

As IDPs/IDRs podem atuar por meio da ligagcdo com o DNA e RNA, proteinas e pequenos
ligantes, como também sofrendo modificacdes pos-traducionais.® Elas participam dos mais
variados processos biol6gicos, tais como regulagio da tradugfo e transcrigio, transdugao de sinal,
ciclo celular, estoque de pequenas moléculas, automontagem de complexos multiméricos, mitose,
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meiose, apoptose, condensacdo do DNA, dentre outros.*®
Em um estudo pioneiro, Dunker e colaboradores (2002)
identificaram, para um conjunto de mais de 150 proteinas
com IDRs de 30 residuos consecutivos ou mais, um total
de 28 diferentes funcionalidades relacionadas a desordem
intrinseca.'® Posteriormente, foi observado que nesse estudo
nao foram distinguidos processos bioldgicos de fungdes
moleculares, o que levou a separacéio em 6 modos funcionais,
que sdo: cadeias entrdpicas, sitios de modificacdo de proteinas,
chaperonas, efetores, montadores e sequestradores.>!!

A ID, embora seja presente em todos os reinos da
vida, € mais observada em seres vivos mais complexos.
Avalia-se que cerca de 2% do proteoma de arqueas, 4,2%
de bactérias e 33% de eucariotos contém IDPs/IDRs com
mais de 30 residuos.'? Acredita-se que a presenga da ID em
proteinas de organismos mais complexos estaria relacionada
principalmente com a participagdo em vias de sinalizagdo,
reconhecimento e regulacdo, sendo fundamentais para
eucariotos, em especial os multicelulares.'

Devido a ampla distribuicdo da ID no proteoma
de eucariotos € vdlido esperar a sua participagdo em
algumas doengas em seres humanos. Muitas dessas
doengas podem ser originadas por processos de splicing
alternativo (dando origem a regides desordenadas),
modificagdes pds-traducionais em regides desordenadas,
promiscuidade (capacidade de ligacdo com multiplos
parceiros) e plasticidade estrutural, a qual pode levar ao
enovelamento erroneo causando processos de agregacdo
(tal como a formagdo de fibras), perda de funcio ou ganho
de toxicidade.'"* Exemplos de doencas relacionadas com
a ID em proteinas sdo o cancer (proteinas p53, BRCA-1
e c-Myc),>!"" doencgas cardiovasculares,' diabetes tipo 2
(amilina),"” e doencas neurodegenerativas como a doenca
do prion (proteina do prion),* Parkinson (a-sinucleina),
e Alzheimer (proteinas Af e Tau).?>*

A necessidade de desenvolver firmacos capazes de
agir em IDPs/IDRs apresenta alguns desafios. Diferente
do que ocorre com proteinas estruturadas, proteinas com
ID apresentam mais cavidades de ligagdo disponiveis e
superficies de ligacdo maiores.>* Além disso, IDPs/IDRs
apresentam ligacdes de baixa afinidade com pequenos
ligantes, as quais decorrem do fato dessas proteinas
realizarem ligagdes mais fracas e transientes, e também
da grande perda de entropia que ocorre durante a ligacio
devido a transi¢do desordem-ordem.?

Estudos mostram que, estruturalmente, proteinas com
ID n#o constituem um grupo uniforme.? Tal constatacéo foi
realizada por meio da andlise da compactacio e contetido
estrutural residual dessas proteinas, as quais apresentam em
parte um comportamento similar a proteinas num estado pre-
molten globule, enquanto outras apresentam caracteristicas
de um estado random-coil.*® Tais observagdes levaram a
uma subdivisdo dessas proteinas em pre-molten globule-like
(mais compactas e com maior contetido estrutural residual)
e coil-like (menos compactas e sem ou quase nenhum
conteddo estrutural residual).®

A caracterizacdo estrutural de IDPs/IDRs pode se dar
avaliando sua flexibilidade, parametros hidrodindmicos,
globularidade, conteido estrutural residual, degradacdo
proteolitica, migragdo eletroforética aberrante, alta massa
molecular aparente, resisténcia térmica, resisténcia acida
e resposta a condicdes desnaturantes.?*?’ Técnicas como
cromatografia por exclusio de tamanho (SEC), calorimetria
diferencial de varredura, calorimetria de titulacdo
isotérmica, imunoquimicas, viscometria, além de uma série
de técnicas de espectroscopia como, dicroismo circular
(CD), Raman, fluorescéncia, ressonincia magnética nuclear
(RMN), espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS),
espalhamento de luz dindmico (DLS) e espectrometria de
massas (EM), dentre outras, podem ser empregadas para
avaliar diferentes aspectos estruturais apresentados por esse
grupo de proteinas.”’

A composi¢do de aminodcidos tem sido proposta
como uma forma de disting@o entre proteinas enoveladas e
proteinas com ID, uma vez que tem-se observado que essas
ultimas apresentam um composicdo distinta, geralmente
ricas em residuos carregados e com deplecdo de residuos
hidrofébicos.?® IDPs/IDRs normalmente apresentam uma
maior quantidade de residuos promotores da desordem
(A, R, G, Q, S, P, E, e K) enquanto apresentam uma baixa
quantidade de residuos promotores da ordem (W, C, F, I,
Y, V, L, e N).» A composi¢do de aminoécidos tem sido
inclusive utilizada como critério para a predicdo da ID.
Alguns preditores se baseiam nas propriedades fisico-
quimicas dos aminodcidos, como € o caso do GlobPlot,*
FoldUnfold,* e IUPred.**> Outros preditores utilizam redes
neurais treinadas a partir de bases de dados, como no caso
do PONDR,** DisEMBL,* e ESpritz.* Existem ainda
os preditores que utilizam a combinag@o da predi¢do da
ID por diferentes preditores, como o PONDR-FIT,” e o
metaPrDOS,* por exemplo.

Considerando o aumento expressivo da descoberta de
proteinas contendo ID nos tltimos anos e a sua presenga
em diversos organismos, apresentando as mais variadas
fungdes, torna-se necessdrio um maior conhecimento acerca
dessas proteinas. Devido as suas caracteristicas peculiares,
uma reunido de informacdes sobre proteinas com desordem
intrinseca permite obter um maior conhecimento sobre essa
area. Com esse trabalho visamos ainda reunir informagdes
gerais sobre proteinas apresentando ID presentes no banco
de dados DisProt, tais como fungdes, métodos de andlises
mais utilizados na caracterizag@o, tamanho de IDRs, dentre
outras caracteristicas importantes.

2. Metodologia

Este trabalho consiste na andlise de informagdes sobre
caracteristicas encontradas em proteinas com ID presentes
na base de dados DisProt (http://www.disprot.org/).** O
DisProt consiste em uma base de dados sobre proteinas
com ID, tendo sido utilizada neste trabalho dados da
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versdo DisProt 7 v0.3 26-09-2016. Essa base dispunha de
803 proteinas com ID, as quais apresentavam um total de
2167 IDRs.

Informagdes sobre as 803 proteinas presentes no DisProt,
tais como o nome da proteina, organismo no qual estd
presente, reino, fungdo molecular, processos bioldgicos os
quais estdo envolvidas, quantidade de parceiros descritos,
quantidade de regides de transicdo desordem-ordem,
quantidade de regides desordenadas presentes na estrutura,
quantidade de residuos desordenados por regido e métodos
experimentais de identificacdo e andlise da ID, foram
coletadas. Dados sobre fun¢do molecular e processos
bioldgicos foram obtidos utilizando os dados disponiveis
na base de dados UniProtKB (https://www.uniprot.org/
help/uniprotkb).

3. Resultados e Discussao

3.1. Proteinas com ID sdo mais descritas em Organismos
Complexos

A partir da andlise das informagdes disponiveis na base
de dados DisProt foram reunidas diferentes caracteristicas
apresentadas por proteinas com ID. Inicialmente, foram
analisadas as informacdes sobre a distribui¢do e presenca
entre os diferentes reinos da vida. A partir da Figura 1 foi
observado que a grande maioria das IDPs/IDRs presentes
no DisProt (53%) estdo presentes no reino animal, tendo
sido observado um total de 426 proteinas. O segundo grupo
com maior nimero observado foram as bactérias (19%),
possuindo 154 proteinas. Foi observado também que a ID
€ bastante presente nos virus, os quais possuem 75 IDPs/
IDRs descritas correspondendo a 9% do total. Também foi
observado que a ID € presente de forma consideravel entre
os fungos e as plantas, os quais possuem 63 e 53 proteinas,
correspondendo a 8 e 7% do total, respectivamente. A
desordem foi menos observada entre os protozodrios e as

Virus

Arqueas 9%
2%

Protozoarios
2%

Fungos
8%

Plantas
7%

Bactérias
19%

arqueas, os quais possuiram 17 e 15 IDPs/IDRs descritas,
respectivamente, sendo equivalente a 2% cada do total.

Os presentes resultados confirmaram que a ID estd mais
descrita, de uma forma geral, entre os organismos mais
desenvolvidos tais como os eucariotos, estando de acordo
com o sugerido na literatura. Trabalhos utilizando andlises
de bioinformadtica para predi¢do da ID em proteomas de
espécies de diferentes reinos da vida t€ém mostrado que
a ID € muito mais presente em eucariotos do que em
procariotos, sugerindo haver uma relagéo entre a desordem
e a complexidade dos organismos.'>** Embora esses
achados tenham sido relatados, € importante destacar que
este estudo considerou apenas os dados contidos no banco
de dados DisProt. Dessa forma, considerando que muitas
proteinas contendo ID podem ainda néo serem identificadas
e que alguns organismos sdo mais estudados que outros, 0s
resultados aqui discutidos podem nao representar o perfil
real de distribui¢do da ID na natureza.

Dentro dessa base de dados, foi avaliado ainda as espécies
com maior presenca de ID dentre cada um desses grupos.
Foi observado que a espécie humana (Homo sapiens) foi a
que mais possuia proteinas com ID dentre os animais, com
244 proteinas. Estudos de bioinformatica mostram que boa
parte do proteoma humano € constituido por proteinas com
ID. O estudo de Ward e colaboradores (2004) sugeriu que
35,2% das proteinas humanas possuiam IDRs com mais
de 30 residuos e cerca de 21,9% possuiam IDRs com mais
de 50 residuos.'” A predi¢do da ID realizada por Pentony
e Jones (2010) sugeriu que, para um conjunto de 26011
proteinas humanas, 11477 teriam IDRs de pelo menos
30 residuos de comprimento.*’ Um estudo realizado por
Deiana e colaboradores (2019) considerando como IDPs
as proteinas contendo pelo menos 30% de seus residuos
desordenados sugeriram que 32% do proteoma humano ¢
constituido de IDPs.* Em conjunto, esses trabalhos sugerem
que por volta de um terco das proteinas humanas contém ID.

Dentre as plantas, a espécie com mais proteinas
contendo ID observada foi a Arabidopsis thaliana, com

Animais
53%

Figura 1. Prevaléncia de proteinas com ID e distribuic@o entre os diferentes reinos. A figura apresenta a
porcentagem de proteinas com ID descritas na base DisProt pertencendo aos diferentes reinos da vida
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20 proteinas. Um estudo realizando a predi¢do da desordem
no proteoma de Arabdopsis thaliana encontrou que a ID ¢
presente significativamente em processos relacionados com
a sinalizacdo, desenvolvimento, ciclo celular e resposta
ao estresse.** Esse mesmo estudo aponta que a ID seria
importante em plantas para aumentar a complexidade e
versatilidade de respostas a mudangas no meio.** Como
exemplos de proteinas com ID presentes em plantas ha as
proteinas abundantes da embriogénese tardia (LEA), tal
como as deidrinas, as quais sdo proteinas expressas em
condi¢des de estresse como o frio, seca e alta salinidade,
por exemplo.* As proteinas GRAS que agem em processos
de desenvolvimento e sinalizacdo,*” NAC na percepg¢do do
estresse e desenvolvimento,* e bZIP na fotomorfogénese
sdo outros exemplos.*” Outro exemplo de IDP em plantas
é o peptideo de soja Lunasina, com potencial atividade
anticincer, o qual € parte da proteina 2S albumina e teria
participag@o no processo de estocagem em sementes durante
a etapa de expansdo celular.®®** Estudos indicam que a
Lunasina € uma IDP no estado pre-molten globule-like e
com alta plasticidade estrutural, como verificado por CD e
simulagdes de dindmica molecular.*®

No caso dos fungos, a espécie com maior nimero de ID
foi a Saccharomyces cerevisiae com 52 proteinas. Dentre as
bactérias, a espécie mais comum foi a Escherichia coli com
59 proteinas. Andlises de predi¢do de ID nos proteomas do
S. cerevisiae e E. coli, entretanto, t€m sugerido que a ID
estaria cerca de 3 vezes mais presente na S. cerevisiae.
Dentre as arqueas, a espécie contendo mais ID encontrada
foi a Methanocaldococcus jannaschii com 6 proteinas.
Comparando-se as informagdes contidas nessa base
de dados entre os procariotos (bactérias e arqueas), foi
observado um nimero significativamente maior de proteinas
com ID em bactérias, tal como se observa na literatura.
Estudos comparando a ID no proteoma de procariotos
sugerem que as bactérias possuem maior contetido de ID
do que arqueas.>'*> Em arqueas, a ID estaria mais presente
naquelas espécies que habitam locais com condi¢des
ambientais mais severas.*

Os maiores representantes dentre os protozodrios foram
o Plasmodium falciparum e a Tetrahymena thermophila
cada um com 4 proteinas apresentando ID. O
Plasmodium falciparum ja tem sido descrito, por meio de
analises de predigdo de ID, possuindo alta taxa de desordem
no seu proteoma.>*> Comparativamente, 0S protozoarios
apicomplexos possuem a ID como sendo mais comum do
que bactérias, arqueas, outros eucariotos unicelulares e
organismos maiores.>* E proposto que a ID nesses parasitas
poderia ser importante para a sua fixagdo e/ou invasdo e
sobrevivéncia no hospedeiro.™

Neste trabalho, a presenca da ID foi também avaliada
nos virus, sendo o maior representante o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1) com 12 proteinas. Os
virus apresentam uma grande variabilidade na quantidade
de desordem em seus proteomas, como observado em
alguns trabalhos.**” Entretanto, os virus, de uma forma

geral, parecem possuir maior conteido de ID que os
procariotos.’®3” Os virus apresentam uma composi¢io
de aminodacidos mais similar a de eucariotos, com um
decréscimo de residuos promotores da ordem, o que em
geral proporciona maior flexibilidade e mutabilidade as
suas proteinas.®® Assim como em eucariotos, muitas IDRs
estdo presentes em sitios de modificag¢do p6és-traducional.™
O HIV assim como outros virus causadores de doencas
sexualmente transmissiveis, tal como o da hepatite C e
o virus da herpes simplex tipo-2 possuem em comum a
dificuldade no desenvolvimento de vacinas. Alguns autores
relacionam essa dificuldade com a grande presencga da ID no
capsideo viral, o que levaria a alteragdes conformacionais
dificultando a ligacdo de anticorpos.”® A viruléncia de virus
da familia Flaviviridae também tem sido relacionada com
a presenca da ID em proteinas do capsideo.®

3.2. Principais Fun¢des Moleculares Exercidas por
Proteinas com ID

Neste trabalho foi realizada uma avalia¢@o das principais
fungdes moleculares exercidas pelas proteinas presentes na
base de dados DisProt. Na Figura 2 sdo mostradas as fungdes
moleculares comuns a pelo menos 3 proteinas com ID.
Foi observado que a grande maioria dessas proteinas estdo
relacionadas com atividades cataliticas e de ligagdo com
DNA e RNA. Interagdes entre proteinas com ID e 4cidos
nucléicos tém sido descritas em diversos trabalhos como uma
das principais formas de atuag@o dessas proteinas.”!®125436
No caso das interagdes com DNA, a ID tem como papel a
modulacéo da afinidade da interacdo.®' Dentre as interagdes
com RNA, tem-se notado principalmente a atuagdo nos
complexos do spliceossomo e do ribossomo.®*6
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Figura 2. Principais fun¢des moleculares exercidas pelas proteinas com
desordem intrinseca. Figura relacionando a quantidade de proteinas
contendo ID exercendo as principais fungdes moleculares observadas
para proteinas presentes na base DisProt. As fun¢des moleculares para
cada proteina foram obtidas através do UniProtKB.
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Dentre as atividades cataliticas observadas, estdo as
endonucleases, exonucleases, transferases, oxirredutases,
descarboxilases, quinases, liases, ligases, sintetases,
hidrolases, proteases, isomerases, fosfatase, esterase e
helicases. E descrito na literatura que atividades cataliticas
estdo mais relacionadas com proteinas estruturadas.
Entretanto, considerando que na DisProt estdo disponiveis
tanto IDPs como proteinas contendo IDRs, a ID identificada
nessas proteinas pode estar presente em regides que
ndo necessariamente estdo relacionadas com a atividade
catalitica. Algumas enzimas com multidominios sdo
geralmente ricas em ID, os quais atuam como regides
conectoras, sendo consideradas multifuncionais e
metabolicamente promiscuas, como exemplo das FADs
sintetases e dcidos graxos sintases.®

Além da atuacdo dessas proteinas em processos
enzimaticos e de ligacdo com DNA, também sio descritas
proteinas com ID atuando como repressores, ativadores,
receptores, com fungdes estruturais, chaperonas, ligagdo
com metais, canais i0nicos, antibidticos, toxinas, inibidores
de proteases, transdutoras de sinal, prions, citocinas,
hormoénios e antioxidantes (Figura 2).

3.3. Principais Processos Biolégicos com Envolvimento
de Proteinas com ID

Os principais processos bioldgicos dos quais as
proteinas contendo ID participam também foram avaliados.
A Figura 3A apresenta os processos bioldgicos mais
prevalentes contendo até no minimo 10 proteinas, enquanto
a Figura 3B mostra os processos biol6gicos os quais essas
proteinas estdo envolvidas em menor parcela, contendo entre
10 e 3 proteinas com ID. A partir desses dados foi observado
que tais proteinas participam em sua grande maioria de

160

A
140 -
[}
(14
Q 120 4
=
a
9 100 A
S w0
)
©
T 60 -
o
p=
G 40 -
>
(e
20 4
0~ 0,0 o
EESTSEESELEEEELESES
ST ELFLESS TS OEE
Ny Ny 2N
«\’b(\&{beko ,,bo VQ '\\'bo((/aq,{:é)\éb Q,}Q? %9% Q,q’o() @Q O 0‘7’09‘,”
L @ P ¥ D¢ q FS QLS
@ 2 Q FIE£ o«
EQS P RN
o2 12 & T
3 P
o’§ N & @b
Ooq’ %
O&

processos de transcricdo sendo seguido dos processos de
transporte e dano e reparo do DNA (Figura 3A).

Os fatores de transcricdo apresentam uma presenca
significativa da ID, tendo geralmente uma composicio
rica em residuos promotores da desordem e uma baixa
quantidade de residuos hidrofébicos.®> A ID também ¢&
uma caracteristica mais presente em fatores de transcricio
de eucariotos do que em procariotos, o que poderia estar
relacionado com o fato de um sistema de transcri¢do mais
desenvolvido ter a capacidade de interagir com multiplos
parceiros celulares e regular a afinidade da ligagdo. A fim
de que possam exercer a sua fung@o, fatores de transcri¢dao
precisam serem transportados para o nicleo das células. O
transporte de fatores de transcri¢do para o nucleo ocorre
através do complexo do poro nuclear, por meio de sua
interagdo com nucleoporinas que formam tal complexo.%
Nucleoporinas compostas de unidades repetidas de
fenilalanina e glicina (FG nucleoporinas) sdo intrinsicamente
desordenadas, e o rapido e seletivo transporte de fatores de
transcricdo estaria relacionado com a estrutura dindmica
dessas proteinas.®® A manuten¢io da integridade do DNA
é essencial para a vida, uma vez que danos podem levar
a mutacdes e, consequentemente, o desenvolvimento de
doencas.* Por isso, as células possuem diversos mecanismos
para detectar e reparar danos no DNA.®” Uma importante
proteina na via de reparo e excisao de nucleotideos € a XPA
(Xeroderma pigmentosum grupo A) a qual possui cerca de
um terco de sua estrutura desordenada.®®

As proteinas com ID também estdo bastante presentes
em processos envolvendo o ciclo celular e apoptose
(Figura 3A). No ciclo celular, as proteinas p21 e p27 que
atuam se ligando a varios complexos Cdk/ciclina e na
transmissdo de sinal, respectivamente, se utilizam da ID e
do enovelamento induzido por ligacdo com seus parceiros

12

B

=)

Quantidade de IDPs/IDRs

Figura 3. Processos bioldgicos envolvendo proteinas com ID. (A) Sdo apresentados os processos bioldgicos mais prevalentes contendo até
pelo menos 10 proteinas. (B) Processos biolégicos menos prevalentes em proteinas do DisProt, contendo entre 10 e 3 proteinas.
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para exercerem as suas multiplas func¢des.® As IDPs/IDRs
participam ndo sé do processo de apoptose como também
de outros tipos de morte celular programada, tal como
a autofagia e a necrose.” Importantes IDPs/IDRs que
participam de processos de morte celular programada sio a
p53, BRCAL, proteinas da familia Bcl-2, proteina de ligagao
ao CREB, c-Myc e ARTS, por exemplo.”

A andlise da base de dados DisProt indicou proteinas
contendo ID atuando ainda em processos de controle
do ritmo biolégico, neurogénese e producido de gametas
(principalmente na espermatogénese) em animais
(Figura 3A). Em plantas foram encontradas IDPs/IDRs
relacionadas com processos de defesa, resposta ao estresse,
estocagem em sementes e fotossintese (Figuras 3A e B).
Em virus e bactérias, proteinas com ID foram encontradas
participando de processos envolvidos com a patogénese,
tais como invasdo, interagdo com o hospedeiro, e resisténcia
a antibidticos, por exemplo. As proteinas presentes no
DisProt foram ainda relacionadas a processos metabélicos
e de biossintese de lipideos, carboidratos, proteinas,
nucleotideos, vitaminas, neurotransmissores € grupos
prostéticos, como o heme, por exemplo.

3.4. 1D e Promiscuidade

Uma das principais caracteristicas de proteinas que
possuem ID € a promiscuidade, o que permite a interacio
com multiplos parceiros celulares. Dentre as proteinas
presentes no DisProt, foi analisado o nimero de parceiros
descritos a fim de avaliar a tendéncia a promiscuidade dessas
proteinas. A Figura 4 apresenta a distribui¢do de IDPs/IDRs
pela quantidade de parceiros descritos. Dentre os dados
obtidos, foi observado que grande parte dessas proteinas
nao possuem parceiro conhecido. Dentre as que possuem
parceiros conhecidos, a maior parte possui mais que um
parceiro celular. Também foi observado proteinas com
alta promiscuidade, apresentando 10, 14 e até 17 parceiros
conhecidos. E importante ressaltar que, considerando que
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Figura 4. Avaliacio da promiscuidade das IDPs/IDRs descritas.
Apresenta-se no grifico a quantidade de proteinas descritas no DisProt
possuindo diferentes nimeros de parceiros.

grande quantidade de proteinas com ID ndo possui parceiro
conhecido e mesmo as que possuem podem possuir mais
parceiros ainda ndo relatados, a promiscuidade real dessas
proteinas pode ser ainda maior do que o observado por
esses dados.

A promiscuidade apresentada por IDPs/IDRs € uma
caracteristica intimamente relacionada com as propriedades
fisico-quimicas peculiares apresentadas por essas proteinas.
A estrutura adotada por uma proteina € algo determinado pela
sua composi¢io de aminodcidos.” IDPs/IDRs sdo ricas em
residuos polares e carregados, enquanto apresentam poucos
residuos hidrofébicos.”® Essa composigdo ndo favorece a
formagdo de um nicleo hidrofébico e, consequentemente
de uma proteina enovelada.” Em vez disso, IDPs/IDRs
apresentam alta entropia conformacional, o que leva a uma
plasticidade estrutural.”>” Dessa forma, a capacidade de
adotar maultiplas conformacdes pode permitir a ligagdo
dessas proteinas com multiplos parceiros, permitindo assim
a promiscuidade.®’

A promiscuidade € uma caracteristica que apresenta
algumas vantagens e desvantagens. A grande vantagem
da promiscuidade possuida por proteinas com ID € a sua
participag@o como eixos de conexao em redes, tal como as
possuidas por processos celulares de crescimento, geracio
de energia, divisdo celular e sinaliza¢do.™ A ID € util para
a atuag@o nessas redes de diferentes formas: 1) como o
eixo que se liga com mdltiplos parceiros; 2) se ligando com
proteinas estruturadas que atuam como o eixo; 3) atuando
como regides flexiveis que conectam dominios funcionais,
permitindo a promiscuidade.” O lado negativo da
promiscuidade € a sua relagdo com o surgimento de doengas,
principalmente quando tais proteinas sdo superexpressas.”
Devido a essa possibilidade de interagdo com parceiros
indesejados, proteinas com ID sdo altamente reguladas para
estarem numa concentra¢io adequada que permita uma
sinalizagdo fidedigna.”

3.5. Presenca de Regides de Transicdo Desordem-Ordem,
Quantidade e Tamanho de Regides Desordenadas em
Proteinas com ID

A presenca de regides apresentando transicdo desordem-
ordem foi uma das caracteristicas de IDPs/IDRs que também
foi avaliada neste trabalho. Analisando os resultados
obtidos, foi observado que 225 das proteinas analisadas, o
equivalente a 28% do total, possuiam regides de transicio
desordem-ordem determinadas. As regides de transi¢do
desordem-ordem possuem uma importante participagdo na
interagcdo de IDPs/IDRs com seus parceiros e a sua funcio.6
Os MoRFs constituem regides curtas presentes em proteinas
com ID que sofrem transicdo desordem-ordem os quais
sdo estabilizados pela ligagdo com um parceiro.” Uma
caracteristica do processo de transi¢do de desordem-ordem
€ que uma alta especificidade promove uma baixa afinidade
de ligacdo, e vice e versa.”® Modelos tedricos sugerem
ainda como caracteristica de transi¢cdes desordem-ordem
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a possibilidade dessas regides se ligarem com multiplos
parceiros devido ao empacotamento alternativo.”® A
transi¢do desordem-ordem também possui uma contribuig¢ao
na cinética de ligagdo e desacoplamento dos complexos.”™

Adicionalmente, foi avaliada a quantidade de proteinas
que possuiam mais de uma IDR na sua estrutura. Dentre as
proteinas analisadas, 537 apresentavam apenas uma IDR,
o que corresponde a cerca de 67% do total. Por outro lado,
266 proteinas (33%) apresentavam mais de uma IDR na
sua estrutura. Outra andlise realizada foi a investigacio do
tamanho das IDRs. Neste trabalho, foi considerado como
IDPs/IDRs longas aquelas com 30 residuos ou mais, e
abaixo desse valor como sendo IDRs curtas. Como mostrado
na Figura 5, foi verificado que 55,17% delas possuiam IDRs
longas, 32,63% possuiam IDRs curtas e 12,20% possuiam
IDRs longas e curtas em sua estrutura. Em conjunto, esses
dados apontam que a maior parte das proteinas analisadas
possuem uma dnica IDR longa em sua estrutura.

Alguns estudos t€m proposto a classificacdo de proteinas
com ID quanto ao percentual de residuos desordenados
e o comprimento da regido de desordem mais longa na
proteina.*>” Embora no haja um parimetro definido para
classificar uma IDP/IDR quanto ao tamanho, a grande parte
dos trabalhos publicados consideram dois tipos de regides
desordenadas: IDRs curtas (abaixo de 30 aminoacidos)
e IDRs longas (acima de 30 aminodcidos).?# As IDRs
longas e curtas diferem nfo apenas quanto ao tamanho,
mas também em relacdo a composi¢do de aminoécidos.
IDRs longas, por exemplo, costumam ter um balango entre
os residuos de carga positiva e negativa, o que confere
uma carga absoluta mais baixa.’? IDRs longas e curtas
podem também variar quanto ao tipo de interacdo com
os ligantes. Os motivos lineares sdo IDRs curtas, e, por
conta do tamanho limitado, costumam realizar interagdes
transientes com baixa afinidade.® Por outro lado, IDRs
longas possuem uma maior superficie de intera¢do, o que
pode ajudar a minimizar o custo entrépico da ligagdo pelo

IDPs/IDRs com Desordem
Curta (< 30 aa)

32,63%

ganho em entalpia.” Tal fato contribui para um ganho em
afinidade em comparacio com IDRs curtas.

3.6. Principais Métodos de Avaliagcao da ID em Proteinas

A frequéncia de utilizacdo de métodos experimentais
para andlise e identificagdo de ID em proteinas presentes no
DisProt também foi avaliada neste trabalho. Foi observado
que RMN, cristalografia e difracdo de raios-x e CD sdo
os métodos mais utilizados, correspondendo por 75% dos
casos. SEC, protedlise, mobilidade em eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) com dodecil- sulfato de sédio
(SDS) (SDS-PAGE), SAXS, ultracentrifugacio analitica
(UCA), espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), DLS, fluorescéncia intrinseca e
espectrometria de massa com troca de hidrogé€nio por
deutério (Figura 6) também representam métodos bastante
utilizados. Outros métodos experimentais utilizados com
menor frequéncia estdo apresentados na Tabela 1.

A principal técnica utilizada para a identificagdo e
andlise da ID em proteinas observada neste trabalho foi a
RMN. Essa técnica consiste em um importante método de
determinacdo estrutural, o qual permite avaliar a proteina em
solugdo, se aproximando melhor das condicdes fisiol6gicas
e, com isso, permite obter informacdes sobre a sua dindmica
e enovelamento.?* Dessa forma, a RMN constitui uma
excelente técnica para avaliagdo de diferentes propriedades
de IDPs/IDRs. Algumas caracteristicas apresentadas por
proteinas com ID por RMN sdo a baixa dispersdo da
ressonancia dos prétons e a sobreposi¢do de sinais, que
dificultam a interpretacdo dos resultados, enquanto que
apresentam linhas estreitas no espectro, devido a baixa
taxa de relaxacdo.®® A RMN é qtil para avaliar pardmetros
hidrodindmicos (através da utilizagdo de gradientes de
campo pulsado), como também para obter informagdes
sobre conteddos estruturais residuais (utilizando RMN
heteronuclear).?62786

IDPs/IDRs com
Desordem Longa
(2 30 aa)
55,17%

Figura 5. Presenca de desordem longa e curta em IDPs/IDRs. As proteinas presentes na base de dados DisProt
foram divididas entre as que possufam desordem longa, curta ou ambos os tipos na mesma sequéncia.
Foi considerado como desordem longa aquelas possuindo regides com 30 ou mais residuos desordenados
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Cristalografia
e Difragao de
Raios-X
(326)

EM com Troca H/D (11)
Fluorescéncia Intrinseca (17)

Protedlise (75)

SEC (83)

FTIR (24)

CD (274)

I

RMN (370)

SDS-PAGE (33) yca

(20)

Figura 6. Principais métodos utilizados para identifica¢@o e andlise da ID em proteinas. Os métodos mais
utilizados para a identificac@o e andlise da ID em proteinas presentes no DisProt estdo apresentados no grafico
contendo o nimero de protefnas analisadas por cada método. Apenas os métodos que foram utilizados
para identificar e analisar a ID em mais de 10 proteinas foram considerados.

Tabela 1. Métodos Experimentais Utilizados com Menor Frequéncia para Identificagdo e Analise da ID em proteinas

do DisProt.

Método Utilizado

Numero de Proteinas

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Polarizac@o de Fluorescéncia

Espectroscopia por Marcagdo de Spin Sitio Dirigida (SDSL)

Imunoquimica

Dicroismo Circular utilizando radiag@o sincrotron (SRCD)

Viscometria

Fluorescéncia Extrinseca
Microscopia de For¢a Atdmica
Atividade ()ptica Raman (ROA)

Espectrometria de Massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons por Transformada de Fourier
com Fonte de Ionizagédo por Eletrospray (ESI-FT-ICR-MS)

Espectrometria de Massas de Alta Resolugao
Microscopia Eletronica de Sombras Rotativas

Supressdo Dindmica da Fluorescéncia

Transferéncia de Energia por Ressonéncia de Forster (FRET)

Espectroscopia Vibracional de Cisteinas Cianiladas
Ensaio de Atividade Enzimdtica Radio-Marcada
Espectroscopia Raman

Espalhamento de Luz Estético

Espalhamento de Néutrons a Baixo Angulo (SANS)

9
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A cristalografia de proteinas com difragcdo por raios-x
é o principal método de determinacdo estrutural para
estudo de proteinas, embora tenha sido o segundo mais
observado pelas andlises deste trabalho. Embora seja muito
utilizada para estudar proteinas estruturadas, no caso das
proteinas com ID (as quais existem num conjunto dindmico
de conformacgdes) a cristalizacdo € dificultada, embora
possa ocorrer em alguns casos fornecendo dados pouco
representativos.®® A alta flexibilidade proporcionada pela ID
leva a uma dispersdo de raios-x nao-coerente, tornando-os

ndo observaveis por essa técnica, sendo geralmente definidos
como as regides que faltam densidade eletronica.?

O CD ¢ o nome dado ao fendmeno observado pela
diferenca de absor¢ao de componentes de luz circularmente
polarizada a direita e a esquerda por croméforos quirais
ou situados em ambientes quirais.’” Essa técnica pode
ser empregada para avaliar diferentes questdes em IDPs/
IDRs. O CD pode ser utilizado para avaliar o contetddo de
estrutura secundaria na faixa do UV-distante (240 — 180
nm), o qual estd relacionado com a absorcao pela ligacio
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peptidica e permite distinguir entre os tipos de estrutura
secundaria.’” IDPs geram um espectro caracteristico
com um sinal negativo intenso préoximo a 200 nm, um
sinal quase insignificante a 222 nm e um sinal préximo a
zero a 185 nm.”” Essa técnica também pode ser utilizada
para observar mudangas conformacionais decorrentes
de condigdes, tal como pH, temperatura e ligacio com
parceiros, por exemplo.?” Ela pode ser ainda utilizada para
avaliar a sua estabilidade.®” Informacdes sobre a estrutura
terciaria também podem ser obtidas avaliando o espectro
no UV-préximo (250 — 350 nm), o qual reflete a simetria do
ambiente dos residuos aromadticos.?® A avaliacdo do espectro
de proteinas parcialmente enoveladas no UV-préximo
resulta em baixa intensidade e complexidade.”

O FTIR € outra importante técnica espectroscopica
para o estudo de proteinas com ID, sendo uma ferramenta
poderosa principalmente para obter informacdes sobre a
estrutura secunddria e agrega¢io.’ A observagdo do espectro
de absor¢do na regido do infravermelho médio (4000 — 1000
cm™'), em especial na banda de absor¢do amida I (1600
— 1700 cm™), que corresponde ao alongamento C=0 da
ligagdo peptidica, permite identificar os tipos de estrutura
secundaria.®® O interessante dessa técnica € que ela permite
analisar tanto a proteina em solugao como também no estado
solido, tal como filmes proteicos.®® A espectroscopia de
fluorescéncia intrinseca se utiliza de croméforos presentes
na prépria molécula, tais como os residuos aromaticos
(triptofano, tirosina e fenilalanina) de proteinas, sendo destes
o triptofano o mais utilizado.”” O triptofano tem um maximo
de absor¢@o a 280 nm, e o espectro de emissio € sensivel ao
ambiente e localizagdo desse residuo na proteina.””* No caso
de IDPs se observa um desvio do espectro de emissdo para a
regido do vermelho, com méximo entre 340 a 353 nm, devido
alocalizagdo desse residuo na superficie.* Essa técnica ainda
¢ util para avaliar transi¢des estruturais.?’

O grau de compactacdo de uma proteina pode ser avaliado
por meio da determinag@o de parimetros hidrodindmicos
utilizando diferentes técnicas, tal como a SEC, a viscometria,
0 SAXS, a sedimentacio e o espalhamento de luz dindmico.*
A SEC € uma técnica que permite avaliar o volume de
elui¢do, o qual € dependente das dimensdes hidrodindmicas
da proteina.® Construindo-se uma curva de calibragdo com
proteinas de dimensdes hidrodindmicas conhecidas &
possivel estimar o raio de Stokes de uma proteina, o que
pode ser utilizado para classificagdo conformacional de
IDPs, como também para a separacdo e caracterizagdo
de diferentes estados conformacionais.’® O SAXS é uma
das mais importantes técnicas para avaliar as dimensdes
e formas de proteinas, estando relacionado com a
intensidade do espalhamento.”” Essa técnica permite a
determinagdo do raio de giro, o qual d4 uma ideia do
seu tamanho, por meio da aproximacdo de Guinier.?”#¢ O
gréfico de Kratky também pode ser utilizado para distinguir
IDPs de proteinas globulares, uma vez que proteinas
desenoveladas apresentam um platd, enquanto proteinas
globulares apresentam um formato de sino com um maximo
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definido.?”86 A ultracentrifugagdo analitica pode ser util por
meio de experimentos de velocidade de sedimentaco para
a determinacdo dos coeficientes de sedimentagdo e assim
avaliar tamanho e forma de uma proteina.?’# Q DLS permite
a determinacio do coeficiente de difusdo translacional, o
qual € utilizado através da equagdo de Stokes-Einstein para
a determinacio do raio de Stokes da proteina.”’

As proteinas com ID também podem ser identificadas
pela apresentacdo de outras caracteristicas. Devido a maior
acessibilidade ao solvente e alta flexibilidade, proteinas
com ID sofrem degradacdo em estudos de protedlise
limitada.??"86 Essas proteinas também apresentam uma
mobilidade anormal em SDS-PAGE, o que resulta em
uma massa aparente maior do que a esperada.”’” Regides
com ID também podem ser identificadas por meio de
experimentos de troca de hidrogénio por deutério por meio
de espectrometria de massas, por exemplo.* Por conta da
acessibilidade dessas regides observa-se uma maior troca
de hidrogénio por deutério em IDPs/IDRs.%

4. Consideracdes Finais

Neste trabalho foram apresentadas e discutidas
informacdes sobre proteinas com ID, tais como conceitos,
comportamento, distribuicdo nos seres vivos, funcdes
exercidas, participagdo em doengas, além de formas de
caracterizagdo dessa propriedade. Utilizando dados obtidos
de proteinas presentes na base de dados DisProt bem como
uma vasta investigagao da literatura, reunimos informagoes
sobre diversos aspectos de ID em proteinas. Mostramos que
a ID € uma caracteristica apresentada por um vasto grupo
de proteinas, estando presente em todos os reinos da vida,
sendo de forma mais significativa em organismos mais
complexos. Proteinas com ID possuem as mais variadas
funcdes, entretanto, a sua plasticidade estrutural as tornam
uteis principalmente em eventos de sinalizacdo, devido a
capacidade de adotar diferentes conformacdes e se ligar a
multiplos parceiros. A grande presenca de proteinas com ID
em seres humanos traz consigo a participagdo em muitas
doengas e também o desafio de desenvolver farmacos
capazes de ligar em tais proteinas. Por fim, mostramos as
principais técnicas utilizadas para a caracterizagiao de IDPs/
IDRs bem como as principais caracteristicas estruturais
apresentadas por essas proteinas. Esperamos com esse
trabalho ter reunido informacdes em diferentes niveis sobre
a ID em proteinas que possam contribuir para a divulgacdo
desse tema em crescente expansao.
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