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APRESENTAÇÃO

Este volume da obra “Ciências Biológicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem 
trazer ao leitor, em seus capítulos, informações diversas imbuídas em diferentes campos 
do conhecimento de Ciências da Vida, como o próprio título do e-book sugere: uma área 
extremamente promissora, dinâmica e passível de aquisição de novas informações a todo 
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta 
grande área do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes gerações, e diferentes regiões do país, motivados por 
uma força motriz que impulsiona a busca de respostas às suas perguntas, trazem dados 
resultantes da dedicação à Ciência, ansiando responder suas inquietações e compartilhar 
com o leitor, de forma cristalina e didática, seus alcances técnico-científicos, satisfazendo a 
função precípua da ciência que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto 
executante do seu papel cidadão e ser social.

Somente por uma questão de ordenação, os 28 capítulos deste volume foram 
sequenciados levando-se em consideração, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes, 
com organismos vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos 
didático-pedagógicos, aquelas relacionadas aos progressos de situações-problemas em 
vegetais, animais e humanos e, por fim, interações entre diferentes organismos no espaço 
ambiental com um todo.

Em todas estas áreas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avanços que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao 
que até então se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subáreas das 
Ciências Biológicas, com viés também para a saúde e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, irá contribuir 
consideravelmente tanto na formação de jovens graduandos e pós-graduandos, quanto ser 
atrativo para profissionais atuantes nas áreas escolar, técnica e acadêmica aqui abordadas, 
não eximindo também o leitor “curioso” interessado nas temáticas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: Este trabalho se propõe analisar a 
interação entre as proteínas óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) e a proteína calmodulina, 
responsáveis pela síntese do óxido nítrico 
presente no endotélio e que atua como um 
agente vaso dilatador. Uma vez que ainda 
existem muitas lacunas no conhecimento sobre 
os mecanismos moleculares de regulação 
da eNOS pela interação com a calmodulina, 
utilizamos de uma abordagem de bioinformática 
para tentar elucidar melhor o modo de interação 
entre essas duas proteínas. Com isso, o trabalho 
se estruturou da seguinte maneira: 1) Obtenção 
dos dados cristalográficos de ambas as proteínas 
na plataforma RCSB Protein Data Bank; 2) 
Realização de ensaios de ancoragem molecular 
entre essas duas proteínas por meio do servidor 
ClusPro; 3) Os resíduos de aminopacidos que 
mais contribuem para a formação do complexo 
proteína-proteína (hot spots) foram preditos 
pelo servidor KFC2; 4) Substituição pontual de 
um resíduo de aminoácido da sequência da 
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eNOS conforme indicado pelo dbSNP; 5) Novo ensaio de ancoragem entre a calmodulina 
e a eNOS mutada a partir do ClusPro. Como resultado, pudemos identificar novos resíduos 
de aminoácidos promissores para serem alvos de estudos in vitro e que ajudariam a clarear 
os mecanismos moleculares da interação entre essas proteínas que coordenam importantes 
processos fisiológicos.
PALAVRAS-CHAVE: eNOS; interação proteína-proteína; óxido nítrico.

STUDY OF THE INTERACTION AND MUTAGENESIS ASSAY TARGETING THE ENOS-
CALMODULIN COMPLEX THROUGH in silico APPROACHES

ABSTRACT: This work aims to analyze the interaction between the nitric oxide synthase 
endothelial proteins (eNOS) with calmodulin, responsible for the synthesis of the nitric oxide 
that are present in the endothelium and act as a vasodilating agent. Since there are still 
many gaps in the knowledge about the molecular mechanisms of eNOS’ regulation through 
the interaction with calmodulin, we use a bioinformatics approach trying to elucidate the 
mode of interaction between these two proteins. Thus, the work was structured as follows: 1) 
Obtaining crystallographic data of both proteins on the RCSB Protein Data Bank platform; 2) 
Conducting molecular anchoring assays between these two proteins using the ClusPro 2.0 
webserver; 3) The amino acid residues that contribute most to the formation of the protein-
protein complex (as known as hot spots) were predicted by the KFC2 webserver; 4) Point 
replacement of an amino acid residue of the eNOS sequence as indicated by the dbSNP; 5) 
New anchorage assays between calmodulin and the mutated eNOS utilizing the ClusPro 2.0 
webserver. As result, we were able to identify new promising amino acid residues as targets 
of prospective studies that would help to clarify the molecular mechanisms of the interaction 
between these proteins that coordinate important physiological processes.
KEYWORDS: eNOS; protein-protein interaction; nitric oxide.

1 |  INTRODUÇÃO

O óxido nítrico é uma molécula gasosa com grande capacidade de difusão entre as 
membranas celulares, atuando na sinalização de diversos processos. Sua importância na 
homeostase do sistema cardiovascular é atribuída ao efeito vasodilatador e protetor na 
hipertensão arterial e inibidor da agregação plaquetária (FLEISSNER; THUM, 2011). Estudos 
demonstram que disfunções endoteliais com consequente redução da atividade biológica do 
óxido nítrico é resultante da redução na síntese ou aumento da degradação pelo estresse 
oxidativo, os quais desencadeiam importantes eventos como disfunções trombóticas, 
proliferação e migração de células musculares lisas e adesão de leucócitos (PEPINE, 2009).

Óxido nítrico é produzido a partir de L-arginina, por uma reação catalisada pelas 
enzimas óxido nítrico sintase constitutiva (c-NOS),  a qual é dependente da interação 
com calmodulina e de íons cálcio, e está envolvida na sinalização celular, e a óxido nítrico 
sintase induzível (i-NOS), produzida por macrófagos e outras células ativadas por citocinas 
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(GRIFFITH; STUEHR, 1995). 
Óxido nítrico sintase constitutiva apresenta-se sob a duas isoformas (I e III).  A isoforma 

III ou óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) produz óxido nítrico em condições basais ou 
estimulada pelo fluxo sanguíneo, o qual é responsável por inibir a adesão e agregação 
plaquetária na parede vascular e adesão de leucócitos ao endotélio vascular, regular pressão 
sanguínea e contração do músculo cardíaco (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Os mecanismos de regulação pós-transcricionais da eNOS têm sido associados à 
dimerização das subunidades da proteína e formação da estrutura caveolar pela  proteína 
caveolina (ZHANG et al., 2006). A eNOS é menos ativa ao interagir com caveolina-1, sendo 
sua ativação promovida pelos mecanismos de interação com a calmodulina (BUCCI et 
al., 2000). A calmodulina atua diretamente, competindo com a caveolina, para promover a 
ativação cálcio-dependente da enzima (SESSA, 2004).

Em 1996, Venema e colaboradores realizaram um estudo para demonstrar a 
existência de domínios conservados de ligação da calmodulina à estrutura das NOS por 
uma abordagem baseada em sequências oligopeptídicas e proteínas quiméricas (VENEMA 
et al., 1996). Entretanto, os tamanhos reduzidos das moléculas de peptídeos utilizadas 
nestas análises podem não conseguir representar a complexidade da estrutura terciária das 
proteínas num contexto de um complexo proteína-proteína. Estas preocupações, aliadas aos 
desafios em conseguir co-cristalizar complexos proteicos muito grandes, contribuem para o 
estabelecimento de uma lacuna no conhecimento sobre como ocorre a regulação da eNOS 
pela calmodulina a nível molecular (ZHANG et al., 2012).

Assim, este estudo propõe analisar a interação entre as proteínas óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) e a proteína calmodulina por uma abordagem de bioinformática.

2 |  METODOLOGIA

Inicialmente verificamos a existência de dados cristalográficos das proteínas eNOS 
e calmodulina na plataforma RCSB Protein Data Bank (PDB) (BURLEY et al., 2019). 
Frequentemente essas estruturas são cristalizadas em complexos com outras moléculas, 
assim, para obtermos apenas as estruturas proteicas, realizamos a remoção de todos os 
elementos que não compõem as sequências de aminoácidos utilizando as funções disponíveis 
no software PyMOL (versão 2.3.2).

As estruturas foram então submetidas ao ClusPro 2.0, um servidor utilizado para 
fornecer predições do modo de ancoragem entre duas proteínas em interação (KOZAKOV 
et al., 2017), assim obtivemos um modelo do complexo eNOS-calmodulina balanceado para 
interações eletrostáticas, interações hidrofóbicas e forças de van der Waals.

O estudo da ancoragem entre os dois polipeptídios seguiu com a análise detalhada 
da interface de interação utilizando o servidor KFC 2 que faz a predição de hot spots, que 
são aqueles resíduos de aminoácidos que mais contribuem para a afinidade de ligação do 
complexo proteína-proteína, por uma metodologia baseada em aprendizado de máquina 
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(ZHU; MITCHELL, 2011).
Prosseguimos com o estudo da IPP buscando avaliar como a inserção de uma mutação 

pontual em um hot spot da proteína eNOS, é capaz mudar o modo de interação entre os dois 
polipeptídeos de interesse. Utilizamos do banco de dados de polimorfi smos de nucleotídeo 
único (dbSNP) para identifi car os resíduos de aminoácidos polimórfi cos da eNOS (SHERRY 
et al., 2001)gene mapping and evolutionary biology, the National Center\n for Biotechnology 
Information (NCBI. Posteriormente recorremos às ferramentas do PyMOL para realizar a 
substituição de um determinado hot spot. Após realizada a mutação pontual, submetemos 
a estrutura da eNOS mutada e a calmodulina mais uma vez ao servidor do ClusPro 2.0 
e avaliamos as diferenças no complexo eNOS-calmodulina após as mutações. A Figura 1 
mostra um fl uxograma da metodologia empregada neste estudo.

Figura 1 – Fluxograma da metodologia empregada no trabalho.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÕES

3.1 Obtenção e edição dos dados cristalográfi cos

O genoma humano contém três genes diferentes para as isoformas neuronal, induzível 
e endotelial das oxido nítrico sintase (NOS). Tratando especifi camente sobre a isoforma 
endotelial, essa enzima possui 1203 resíduos de aminoácidos com um peso de 133 kDa 
e frequentemente são encontradas em homodímeros (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 
2001). Por sua vez, a calmodulina é descrita como uma proteína pequena e promíscua, com 
peso molecular de cerca de 17 kDa sendo capaz de interagir com mais de 300 proteínas 
participando da regulação de vários processos celulares, explicitando a importância em 
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compreender melhor os modos de interação dessa proteína com seus alvos (SPRATT et al., 
2007).

Para os ensaios in silico utilizamos a estrutura tridimensional da eNOS recuperada do 
PDB está depositada com o código de acesso 1M9J e em uma análise inicial percebemos 
que o polipeptídeo foi co-cristalizado com uma molécula de clorzoxazona (ROSENFELD et 
al., 2002) (Figura 2 A). Similarmente, encontramos a estrutura cristalográfi ca da calmodulina 
(depositada com o código de acesso 1A29) em complexo com uma molécula de trifl uoperazina 
(Figura 2 C). Todas as moléculas que não compunham as sequências de aminoácidos das 
proteínas foram removidas pelo software PyMOL (Figura 2 C e D).

Figura 2 – Comparação das estruturas das proteínas eNOS e calmodulina.
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Em A e B são mostradas as estruturas das eNOS antes e após a edição, assim como 
ocorre em C e D, onde observamos a estrutura da calmodulina antes e após a edição, 
respectivamente. As fi guras C e F mostram uma representação baseada na superfície 
eletrostática das proteínas eNOS e calmodulina respectivamente.

3.2 Ensaio de ancoragem molecular e predição de hot spots

O resultado da ancoragem entre as duas proteínas obtidos pelo servidor ClusPro 
2.0 podem ser observados na Figura 3. Com a análise pudemos perceber que o modo de 
interação predito por este servidor proporcionou a ancoragem dos segmentos em hélices 
da calmodulina nos pockets superfi ciais da eNOS (Figura 3 C), o que indica uma interação 
estável com baixo nível de energia livre de ligação.

Figura 3 – Predição do complexo eNOS-calmodulina
As fi guras A e B mostram ambas as proteínas em interação representadas de duas maneiras distintas. A fi gura C mostra 

uma visão ampliada da interface de interação para evidenciar o encaixe das hélices da calmodulina nos pockets da 
eNOS.

Seguimos com o estudo da interface de interação pela predição dos resíduos de 
aminoácidos que mais estariam contribuindo para a formação desse complexo. Estes hot 
spots foram preditos pelo servidor KFC2 e, para as nossas análises posteriores, consideramos 
apenas aqueles resíduos com valor Conf. maior que zero para ambos os indicadores (KFC2-A 
e -B) (Tabela 1).
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Proteína Resíduo Posição do resíduo KFC2-A Conf. KFC2-B Conf.
eNOS LYS 175 0,84 0,24
eNOS GLN 194 1,06 0,07
eNOS PHE 196 0,25 0,27
eNOS TYR 217 1,1 0,38

Calmodulina LEU 69 0,45 0,21

Tabela 1 – Hot spots preditos pelo servidor KFC2

3.3 Ensaio de mutagênese

A partir do resultado da predição dos resíduos que mais contribuem para a estabilidade 
do complexo eNOS-calmodulina, consultamos o banco de dados dbSNP para verifi car se 
algum destes hot spots já foram reportados como polimórfi cos anteriormente. Com essa 
análise identifi camos que o resíduo de fenilalanina 196 já foi encontrado sendo substituído 
por um resíduo de leucina. Assim, utilizamos dessa informação para determinar se a 
substituição deste hot spot seria capaz de impactar na predição da interação entre essas 
macromoléculas.

Realizamos a substituição da fenilalanina 196 por leucina utilizando o PyMOL e 
submetemos essa sequência da eNOS mutada junto à calmodulina no ClusPro. Os 
resultados para este ensaio de mutagênese indicam que o resíduo de fenilalanina 196 é, 
de fato, essencial para a IPP inicialmente predita pelo ClusPro, uma vez que a inserção da 
mutação pontual neste resíduo ocasionou um deslocamento da interface de ligação para 
outra região da eNOS (Figura 4). Isso sugere um aumento na energia livre de interação no 
local inicialmente predito devido a substituição do aminoácido naquela posição.

Figura 4 – Ensaios de mutagênese
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 As figuras A e B ilustram a nova posição da interface de interação entre a eNOS mutada com a calmodulina. A figura C 
mostra um alinhamento do complexo eNOS-calmodulina antes e depois da mutação pontual.

Venema e colaboradores demonstraram experimentalmente o papel de um domínio de 
ligação da calmodulina de cerca de 20 resíduos de aminoácidos e a importância dos resíduos 
Phe-498, Lys-499 e Leu-511 para a ligação dessa proteína à eNOS (VENEMA et al., 1996). 
Com a abordagem in silico que utilizamos conseguimos predizer novos sítios putativos de 
interação entre os dois polipeptídeos. 

4 |  CONCLUSÃO

No sentido de propor uma alternativa às dificuldades em elucidar as características 
moleculares da IPP entre a eNOS-calmodulina, acreditamos que a metodologia in silico 
empregada foi útil para propor novos sítios putativos de interação que poderão ser explorados 
por novas abordagens experimentais. Dessa forma, destacamos os hot spots preditos como 
promissores alvos de estudos de in vitro para validar seus papéis na formação do complexo, 
contribuindo para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na interação de 
duas proteínas essenciais em diversos processos fisiológicos.
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