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Christian Anfinsen refolding experiments

“Scrambled” RNAse A pode ser renaturada removendo-se uréia na 
presença de traços de BME o que indica que o estado nativo é 
termodinamicamente mais estável
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Compostos quirais alteram o plano da luz 
plano-polarizada

Medida de um espetro de CD

Figuras: Ian D. Campbell (2012) “Biophysical Techniques”, Oxford University Press, Oxford
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Θ a 222 nm é indicativo do conteúdo de α-hélice



“Unfolding”



mally requires the participation of four 
dicarboxylic amino acids. Although the 
activities of complexes containing syn- 
thetic (6 to 47) fragments in which one 
of these had been replaced with an 
asparagine or glutamine residue were 
abolished (with one partial exception- 
asparagine at position 40), three- 
dimensional structure and complex 
stability were retained for the most 
part. Similarly, replacement of arginine 
residue 35 with lysine yielded an inac- 
tive complex, but nevertheless one with 
strong three-dimensional similarity to 
native nuclease T. 

A second kind of complementing 
system of nuclease fragments (24) con- 
sists of tryptic fragment (1 to 126) and 
a partially overlapping section of the 
sequence (99 to 149) prepared by 
cyanogen bromide treatment of the 
native molecule (shown schematically 
in Fig. 8). These two peptides form a 
complex with about 15 percent of the 
activity of nuclease itself, which is suf- 
ficiently stable in the presence of pdTp 
and calcium ions to exhibit remarkable 
resistance to digestion by trypsin. Thus, 
many of the overlapping residues in 
the complex consisting of (1 to 126): 
(99 to 149), may be "trimmed" away 
with the production of a derivative, (1 
to 126): (111 to 149). Further degrada- 
tion of each of the two components, the 
former with carboxypeptidases A and B 
and the latter with leucine aminopepti- 
dase, permits the preparation of (1 to 
124): (114 to 149), which is as active 
and as structurally similar to native 
nuclease (as evidenced by estimates of 
hydrodynamic, spectral, and helical 
properties) as the parent, undegraded 
complex. A number of synthetic analogs 
of the (114 to 149) sequence have been 
prepared (37), which also exhibit ac- 
tivity and "native" physical properties 
when added to ,(1 to 126). I will discuss 
below the manner in which these com- 
plexing fragments have been useful in 
devising experiments to study the pro- 
cesses of nucleation and folding of 
polypeptide chains. 

Mutability of Information for 
Chain Folding 

Biological function appears to be 
more a correlate of macromolecular 
geometry than of chemical detail. The 
classic chemical and crystallographic 
work on the large number of abnormal 
human hemoglobins, on the species var- 
iants of cytochrome c, and on other 
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Fig. 9. Changes in reduced viscosity and 
molar ellipticity at 220 nm during the 
acid-induced transition from native to 
denatured nuclease. [3 and U, Reduced 
viscosity; A and A, molar ellipticity at 
220 nm; 1] and A, measurements made 
during the addition of acid; I and A, 
measurements made during the addition of 
base (44). 

proteins from a very large variety of 
sources and the isolation of numerous 
bacterial proteins after mutation of the 
corresponding genes have made it 
quite clear that considerable modifica- 
tion of protein sequence may be made 
without loss of function. In those cases 
where crystallographic studies of three- 
dimensional structure have been made, 
the results indicate that the geometric 
problem of "designing," through nat- 
ural selection, molecules that can sub- 
serve a particular functional need can 
be solved in many ways. Only the 
geometry of the protein and its active 
site need be conserved, except, of 
course, for such residues as actually 
participate in a unique way in a catalyt- 
ic or regulatory mechanism (38). Studies 
of model systems have led to similar 
conclusions. In our own work on ribo- 
nuclease, for example, it was shown 
that fairly long chains of poly-DL- 
alanine could be attached to eight of the 
eleven amino groups of the enzyme 
without loss of enzyme activity (39). 
Furthermore, the polyalanylated enzyme 
could be converted to an extended 
chain by reduction of the four disulfide 
bridges in 8M urea, and this fully dena- 
tured material could then be reoxidized 
to yield the active, correctly folded 
starting substance. Thus, the chemistry 
of the protein could be greatly modi- 
fied, and its capacity to refold after 
denaturation seemed to be dependent 
only on internal residues and not those 
on the outside, exposed to solvent. This 

Cooperativity Required for 
Folding and Stability of Proteins 

The examples of noncovalent inter- 
action of complementing fragments of 
proteins quoted above give strong sup- 
port to the idea of the essentiality of 
cooperative interactions in the stability 
of protein structure. As is the case in 
any language, an incomplete sentence 
frequently conveys only gibberish. There 
appears to exist a very fine balance be- 
tween stable, native protein structure 
and random, biologically meaningless 
polypeptide chains. 

A very good example of the inade- 
quacy of an incomplete sequence comes 
from our observations on the nuclease 
fragment (1 to 126). This fragment con- 
tains all of the residues that make up 
the active center of nuclease. Neverthe- 
less, this fragment, representing about 
85 percent of the total sequence of nu- 
clease, exhibits only about 0.12 per- 
cent of the activity of the native en- 
zyme (42). The further addition of 23 
residues during biosynthesis, or the ad- 
dition in vitro, of residues 99 to 149 as 
a complementing fragment (24), re- 
stores the stability required for activity 
to this unfinished gene translation. 

The transition from incomplete, in- 
active enzyme, with random structure, 
to competent enzyme, with unique and 
stable structure, is clearly a delicately 
balanced one. The sharpness of this 
transition may be emphasized by ex- 
periments of the sort illustrated in Fig. 
9. Nuclease undergoes a dramatic 
change from native globular structure 
to-random disoriented polypeptide over 
a very narrow range of pH, centered 
at pH 3.9. The transition has the ap- 
pearance of a "two-stage" process- 
either all native or all denatured-and, 
indeed, two-state mathematical treat- 
ment has classically been employed to 
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Anfinsen C. (1973) Science 181: 223-230



• Como medir a estabilidade conformacional de 
uma proteína?

Kuhlman et al. (2003) Science 302: 1364 

Cloridrato de guanidina

Uréia



Pace et al.: http://dasher.wustl.edu/bio5357/reading/pace-review-97.pdf (Acessado em 25/04/2013)

• Como medir a estabilidade conformacional de 
uma proteína?

http://dasher.wustl.edu/bio5357/reading/pace-review-97.pdf


Proteína ΔG0 (kcal/mol) ΔH0 (kcal/mol) TΔS0 (kcal/mol)

CI2 -6.62 -32.26 -25.64

EglinC -8.82 -27.48 -18.66

RNAse T1 -8.96 -67.16 -58.22

Citocromo c -8.87 -21.27 -12.40

Barnase -11.69 -73.37 -61.71

Termodinâmica de enovelamento de proteínas

Fonte: Lesk, A. Introduction to protein science. Oxford University Press, 2a edição, p. 352 (2010)

ΔGfolding = (Hfolded - Hunfolded) - T(Sfolded - Sunfolded)



A estabilidade de uma proteína é da mesma ordem de 
grandeza que 4-5 ligações de hidrogênio
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Tipo u (kcal/mol)
Dependência 

em r

iônica 66 1/r

íon/dipolo 4 1/r2

dipolo/dipolo 0.5 1/r3

dipolo/dipolo 
induzido

0.012 1/r6

Ligação u (kcal/mol)

H—C 80.6

C—C 98.3

Energia de ligações covalentesDiferentes tipos de energia u(r)

Dill, K. et al. Molecular Driving Forces, Garland Science, 1a. ed., 2003, Madison

Ponte de hidrogênio:

Água/Água 5.5 kcal/mol

A estabilidade da proteína é da mesma ordem de grandeza 
que 4-5 ligações de hidrogênio



• Proteínas são marginalmente estáveis

1. Estabilidade está intimamente conectada com enovelamento, proteínas precisam ser 
estáveis no estado enovelado (nativo)

2. Estado desnaturado (D) não é necessariamente o mesmo que desenovelado (U) 

3. ΔG = ΔH - TΔS

4. A energia livre de enovelamento é a soma de termos entalpicos e entrópicos, resultando 
em um valor ΔG pequeno (tipicamente -5 a -15 kcal/mol), portanto proteínas são 
marginalmente estáveis

5. Durante o enovelamento, os ganhos entálpicos (pontes de hidrogênio, pontes salinas) 
são compensados por uma grande perda de entropia conformacional

6. Mas também existe um grande ganho de entropia do solvente (efeito hidrofóbico)

7. Para uma proteína de 100aa:

+167 kcal/mol = perda de entropia conformacional
-95 kcal/mol    = efeito hidrofóbico
-83 kcal/mol    = efeitos entálpicos (p. exemplo: pontes de hidrogênio)

-11 kcal/mol 



• Origens da estabilidade da estrutura de 
uma proteína



Interações que estabilizam a estrutura 3D

Interações de ven der Waals

Interações eletrostáticas

Ligações de hidrogênio

Não covalentes

Covalente
Ligação disulfeto

Proteínas enovelam-se em consequência do efeito 
hidrofóbico



Ligações de disulfeto



Energias típicas de interações não covalentes

€ 

u r( ) = constan t( )r− p
 

Ligação u (kJ/mol)

H—C 337

C—C 411

Energia de ligações covalentesDiferentes tipos de energia u(r)

Peter Atkins, Princípios de Química, Bookman, 3ed. (Pág. 270)

Ligação de hidrogênio:

Água/Água 23.01 kJ/mol

Tipo E (kJ/mol)

íon-íon 250 íons

íon-dipolo 15
íons e 
moléculas 
polares

dipolo-dipolo 2/0.3 moléculas 
polares

dipolo-dipolo 
induzido 2

pelo menos 
uma 
molécula 
polar

London 2 todas as 
moléculas



Efeito hidrofóbico

ΔG0 (kJ/mol) ΔH0 (kJ/mol) ΔS0 (kJ/Kmol)

benzeno 19,33 2,08 -57,8

pentano 28,62 -2 -102,7

hexano 32,54 0 -109,1

ciclohexano 28,13 -0,1 -94,7

Propriedades termodinâmicas de transferência de hidrocarbonetos 
para a água, baseado nas solubilidades a 298K

Dill, K. et al. Molecular Driving Forces, Garland Science, 1a. ed., 2003, Madison (pág. 579)

ΔG = ΔH - TΔS



Cyrus Clothia quantificou o efeito hidrofóbico

© 1974 Nature Publishing Group

Cyrus Clothia (1974) Nature 248:338

Slope = 22 cal/Å2



Constantes dielétricas (D) de 
diferentes líquidos

Líquido T(0C) D

Heptano 30 1,916

Metanol 25 33

Formamida 20 109

Glycol 25 37

Água 25 78,54
Dill, K. et al. Molecular Driving Forces, Garland Science, 1a. ed., 2003, Madison (pág. 374)€ 
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q
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q
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2. Pontes salinas no interior hidrofóbico de uma proteína possuem bastante energia

3. O pKa de um aminoácido será alterado de forma a prevenir a formação de uma carga 
no interior da proteína

1. O interior de uma proteína é hidrofóbico (D ~ 2)



Interações eletrostáticas 
(longo alcance)
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Energia electrostática no vácuo:

Energia electrostática em um 
líquido de constante dielétrica D:

Dill, K. et al. Molecular Driving Forces, Garland Science, 1a. ed., 2003, Madison



Transferência de uma esfera carregada da água para um 
meio apolar (μ=0) consome muita energia

+
H2O (D~80)

+
D~2

+
desolvatação
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Energia eletrostática (considere carga “q” e raio “a”)

=+175 kJ/mol Tipo u (kJ/mol)

iônica 276

íon/dipolo 16,7

dipolo/dipolo 2,09

dipolo/dipolo induzido 0,050

Energias típicas de interações não 
covalentes:



• O problema de protein folding: como 
proteínas atingem a estrutura nativa? 



Christian Anfinsen (anos 50): conformação nativa da RNAse A é a 
mais estável

“Scrambled” RNAse A pode ser renaturada removendo-se uréia na 
presença de traços de BME o que indica que o estado nativo é 
termodinamicamente mais estável



• A hipótese termodinâmica de Anfinsen

A sequência de aminoácidos determina a estrutura tridimensional

Anfinsen (1973), Science, 181, 223-230 



Cinética de enovelamento: Paradoxo de Levinthal

Considere um jogador de golfe, cego. Se ele que atira a bola para qualquer direção do campo de 
golfe, qual é a chance de acertar o buraco?

Este é o mesmo problema de uma proteína que precisa encontrar a conformação nativa, aquela 
de menor energia. Como ela consegue fazer esta busca tão rapidamente?

Golf funnel



Proteína Número de 
aminoácidos

Tempo que demora o 
enovelamento (μs)

Domínio de ligação a 
Albumina 47 1

α3D 73 3

Tryptophan cage 20 4,1

Villin headpiece 
subdomain 36 4,3

Proteínas enovelam-se rapidamente

Fonte: Arthur Lesk, Introduction to Protein Science, Oxford University Press, 2a edição (2010)



Uma proteína supera o paradoxo de Levinthal ao “descer” uma superfície de energia 
livre multidimensional: folding funnel 

Golf funnel: situação mencionada 
por Levinthal

Folding funnel

Peter E. Leopold, Mauricio Montal, José Nelson Onuchic. Protein folding funnels: A 
kinetic approach to the sequence-structure relationship. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 
8721-8725 (1992) 

Ken A. Dill, S. Banu Ozkan, M Scott Shell, Thomas R Weikl. The Protein Folding Problem. 
Annu. Rev. Biophys. 37: 289-316 (2008)



De acordo com a hipótese do funil de enovelamento devem 
existir múltiplos caminhos preferenciais que conduzem a 
proteína ao estado nativo

Entropia 0

1

Q

Enat

Emax

E

Q=0.27

Q=0.6

Molten globule

Estado de transição
Intermediário

Estado nativo

Corte transversal de um funil de enovelamento 

Ângulo dihedral



1. No caso de proteínas pequenas (100aa) o enovelamento geralmente ocorre como 
um equilíbrio entre dois estados 

2. Nucleação - condensação: formação de um molten globule seguida de compactação 
lenta formando o estado nativo

3. Estado desenovelado: expandido, com alguma formação de estrutura secundária, 
mas sem estrutura terciária ou com poucas interações de longo alcance

5. No caso de proteínas os vários domínios enovelam-se independentemente

4. Estado enovelado (nativo): compacto e ordenado

a) colapso rápido formando molten globule (ms)

b) estrutura terciária (ms a s)

c) formação do estado nativo (< s)



proteínas pequenas (<100aa)

proteínas maiores (>100aa)

proteínas multi-domínio



6.Proteínas podem ser intrinsecamente desordenadas (IDPs)Algumas proteínas ou regiões de proteínas são 
intrinsecamente desordenadas



Lac headpiece se enovela após ligar ao operador lac

Kalodimos et al. Science 305: 386-389 (2004)



Outra forma de olhar o problema de 
protein folding

Dada uma sequência de aminoácidos, 
como prever qual será a estrutura nativa?



Desenho: Top7 é uma proteína de 93-
resíduos com nova sequência e topologia

Kuhlman et al. (2003) Science 302: 1364 

De-Novo protein design e predição da estrutura tridimensional (CASP - 
critical assessment of techniques for protein structure predicition)

Shen Y et al. PNAS 2008;105:4685-4690 CS-Rosetta - Estado da arte para 
predição da estrutura 3D



AlphaFold - predição de estruturas de proteínas com grande 
exatidão (~ 1 Å) com base nos grandes bancos de dados de 
sequências e estruturas

11

FOCUS | comment
Protein structure predictions to atomic accuracy 
with AlphaFold
AlphaFold is a neural-network-based approach to predicting protein structures with high accuracy. We describe 
how it works in general terms and discuss some anticipated impacts on the field of structural biology.

John Jumper and Demis Hassabis

In the 2020 Critical Assessment of protein 
Structure Prediction (CASP14), the 
AlphaFold system1 predicted almost 

two-thirds of the target protein structures 
at an accuracy that the assessors considered 
competitive with that of experimental 
methods (~1 Å typical deviation on the 
backbone)2. This advance, which builds on 
decades of work to create comprehensive 
databases of protein sequences and 
structures3–5, has enabled large increases in 
the structural coverage of model organism 
proteomes, including a doubling of the 
fraction of the human proteome whose 
structure is known to high accuracy6.

At the core of AlphaFold is a new 
kind of neural network whose building 
blocks are adapted specifically to the 
problem of predicting protein structure. 
Neural networks are a large class of 

machine-learning algorithms, consisting 
of pipelines of alternating linear and 
nonlinear components, called layers, that are 
typically ‘trained’ (the process of optimizing 
parameters) using gradient descent on the 
error of the final predictions. The accuracy 
and generality of the trained neural network 
is highly dependent on the design of the 
network architecture (the layers used and 
how they are connected) and its training. To 
develop AlphaFold’s neural network, we set 
out to create new network architectures and 
training procedures that are aligned with our 
understanding of protein biology.

A key to AlphaFold’s success is the 
establishment of communication patterns 
within and between components of the 
network that are sympathetic to the concepts 
of protein physics and biology. For example, 
wherever there is an interaction that can be 

interpreted as a communication between 
different sequence positions, we add a special 
connection to our ‘pair representation’ that 
enables the network to modulate these 
interactions on the basis of its understanding 
of pairwise residue interactions. In practice, 
this means that the network learns rapidly in 
training to enforce communication between 
sequence-distant positions in the protein 
that are spatially local in the folded structure, 
without requiring hard-coding of a specific 
geometric algorithm. Similarly, the training 
is adapted so that the neural network can 
make effective use of protein sequence data 
even when the structures are unknown 
and is encouraged to learn generalized 
coevolution patterns. The combined effect of 
these and many other ideas on the network 
are dramatic: AlphaFold can be trained 
to produce vastly more accurate structure 

Experimentally determined

Expanded coverage with structure prediction 

AlphaFold

Fig. 1 | AlphaFold as an amplifier of sparse experimental data. Schematic illustration of the role of machine learning, which converts a smaller amount 
experimentally determined data into a comprehensive set of experimental predictions.

FOCUS | COMMENT

NATURE METHODS | VOL 19 | JANUARY 2022 | 11–26 | www.nature.com/naturemethods

Jumper & Hassabis (2022) Nature Methods 19: 11-26
• identifica padrões de coevolução em alinhamentos múltiplos de sequência, e padrões 

no conjunto de estruturas do PDB para treinar uma rede neural capaz de encontrar 
relações entre a sequência de aminoácidos e a estrutura 3D 

• AlphaFold é capaz de prever estruturas de proteínas de folding desconhecido 
• As regiões com predição pouco confiável geralmente apontam para regiões 

desordenadas  
• Prever interações proteína - proteína (complexos e estrutura quaternária) 
• Fornece modelos para substituição molecular, ajuste em mapas de densidade de Cryo-

ET, e para a predição de deslocamentos químicos (RMN)



Como proteínas se enovelam in vivo?
Enquanto que a maior parte dos princípios discutidos aplicam-se ao enovelamento in-
vivo, dentro das células o enovelamento é mais complicado devido a: 

Proteínas são sintetizadas a uma velocidade (4-20aa/segundo) muito 
mais lenta do que velocidades de enovelamento típicas (~ < 1s). O N-
terminal começa a enovelar-se antes do C-terminal ter sido sintetizado.

Superpopulação de partículas dentro da célula (densidade de E. coli ~ 
340 mg/ml de proteína) aumenta a chance de superfícies hidrofóbicas 
expostas interagirem com outras moléculas 

In-vivo, o enovelamento de proteínas é auxiliado por Chaperonas: um conjunto de 
proteínas auxiliares que ajudam outras proteínas a enovelarem-se corretamente

-protein disulfide isomerases - catalizam a troca de pontes SS

-peptidyl-prolyl isomerases - aceleram a isomerização cis-trans de prolinas

-Hsp (Heat Shock Proteins) - ligam-se a superfícies hidrofóbicas



Fonte: Arthur Lesk, Introduction to Protein Science, Oxford University Press, 2a edição (2010)

Chaperones: 
GroEL-GroES



Fonte: Arthur Lesk, Introduction to Protein Science, Oxford University Press, 2a edição (2010)





GroEL (Hsp60) - GroES (Hsp10)

Tang et al. (2006) Cell 125: 903-914

GroEL liga-se a superfícies hidrofóbicas com muito maior afinidade do que GroEL-GroES-ATP

Annealing mechanism: ao ligar superfícies hidrofóbicas GroEL impede a agregação de 
intermediários não produtivos de enovelamento, permitindo que estes intermediários 
desenovelem-se e reenovelem-se formando um intermediário produtivo



• Enovelamento de proteínas de membrana
General introduction 
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Fig. 1. Schematic representation of the paths for membrane protein biogenesis. The scheme is based 

on known components in E. coli (protein chaperones other than SecB, chaperones and membrane-bound 

proteases are not indicated) (A) Sec-mediated post-translational targeting, (B) Sec-mediated co-translational 

targeting, and (C) Sec-independent YidC-mediated targeting. (D) Misfolded proteins can end up in inclusion 

bodies. Abbreviations: RNC, Ribonucease Nascent Chain; SRP, Signal Recognition Particle. The cartoons in 

the figure are not to scale. 

 

Also, YidC has been shown to play a role in membrane protein folding (236), that is, the 

SecYEG-associated YidC can provide a post-insertional chaperone function (185,298). 

YidC is conserved in all bacteria and euryarchea but homologues have not been found 

in eukaryotes and crenarchaea.  Interestingly, in contrast to Gram-negative bacteria, 

the genomes of some Gram-positive bacteria encode two YidC proteins (YidC1 and 

YidC2). Deletion and complementation studies in Streptococcus mutans have shown 

that YidC1 and YidC2 are paralogues (95). There is evidence that the function of YidC2 

from S. mutans is similar to that of OxaA1 from mitochondria and that this protein 

facilitates co-translational insertion of membrane proteins (66). The primary function of 

YidC1 is not yet known, but this protein is suggested to play a limited role in protein 

Recombinant membrane protein production: past, present and future 
Ravi K. R. Marreddy, Eric R. Geertsma, e Bert Poolman


