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Resumo

Hoje continuaremos nossa jornada pela
Biofisica com o estudo da membrana
celular (ou plasmatica). A membrana pode
ser vista como a fronteira entre a célula e
o meio extracelular funcionando como
uma barreira, mas também como uma
passagem seletiva para ions, agua e
outras moléculas. Descreveremos o0
modelo de mosaico fluido e estudaremos
0Ss componentes moleculares que servirao
de base para a Biofisica. Analisaremos as
proteinas intrinsecas com destaque para
0s canais idnicos. Discutiremos a pressao
osmotica e como podemos usar este
conceito para entender o funcionamento
da penicilina.
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As/s1600/qif%2Bmembrana.qif.
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Modelo de Mosaico Fluido

Ao lado temos um desenho de uma célula
animal, quando falamos da membrana
celular estamos nos referindo ao seu
envoltorio, a barreira fisica que separa a
célula do meio ambiente.

A membrana celular apresenta uma
espessura aproximada de 60 A (60.10-10
m = 60 A), enquanto uma célula tipica tem
dimensdes entre 1 um e 100 um
(micrémetros, 1 ym = 106 m). Colocando-
se em angstrom, 1 ym = 106 m =
10000.10-® m = 10000 A) ou seja, no
minimo 100 vezes maior que a espessura
da membrana celular. Tenha em mente o
conceito de célula no estudo da Biofisica.

poro nuclear
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Modelo de Mosaico Fluido

Em ciéncias e tecnologia, expressamos comprimento em metros. Mas para descricdo de fenbmenos celulares e
moleculares, normalmente usamos submultiplos do metro (m). Abaixo temos uma lista dos mais usados em

Biofisica.

1 um (Ié-se um micrémetro) = 10 m = 0,000001 m

1 nm (Ié-se um nanémetro) = 10°° m = 0,000000001 m

Além dos submultiplos acima, usamos com frequéncia o angstrom cujo o simbolo é A.

1 A (Ié-se angstrom) = 10-19 m = 0,0000000001 m

Vejam que a notacao cientifica (com poténcias de 10) facilita muito a representagao dos valores.
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Modelo de Mosaico Fluido

E comum fazermos mudancas de unidades na analise de resultados numéricos em ciéncias e tecnologia, sem
querer esgotar o assunto e s6 mostrando as conversdes para a membrana celular previamente discutidas
temos as situagdes abaixo.

Espessura média da membrana = 60 A,

60 A =60.10"m =6.10.10"9m = 6.10° m.

Vimos que 10° m = 1 nm, assim temos: 60 A = 6.10° m = 6 nm, ou seja, 60 A = 6 nm.
Consideremos uma célula com didmetro de 1 um, 1 um = 1.10® m, sabemos que 1 m = 10° nm, assim
podemos converter de um para nm, 1 pum = 1.10% m = 1.10% . 10° nm = 1.10%*° nm = 1.103 nm = 103 nm, ou

seja,

1 um =103 nm = 1000 nm.
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Modelo de Mosaico Fluido

Podemos dizer que a célula é envolvida
por um manto que chamamos de
membrana plasmatica ou membrana
celular. A espessura da membrana ¢é
tipicamente centenas de vezes menor que
a célula, como podemos ver no desenho
ao lado.

Espessura da membrana=6 nm

Diametro célula = 1000 nm.

Célula_

L —_ . Glicoproteinas
( Carboidratos

Fonte: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia/cito5.php.

Proteinas
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A principal funcdo da membrana celular &
manter moléculas tao diversas como
proteinas e pequenos solutos no interior
da célula. A membrana funciona para
regular seletivamente sua
permeabilidade, ou seja, a facilidade com
a qual moléculas e ions atravessam a
membrana.

O estudo da composicao da membrana
faz uso de diversas técnicas fisicas,
discutiremos a seguir o Modelo de
Mosaico Fluido da membrana. No livro
de Oparin, “A Origem da Vida”, ele propss
que para qualquer forma de vida é
necessaria a presenca de uma barreira,
que separe a parte “viva” do meio que a
cerca. Esse trabalho destaca a
necessidade de uma membrana para
isolar, até mesmo as formas de vida mais
simples, do meio exterior.

PROTEIN

DATA BANK

Modelo computacional da bicamada fosfolipidica da membrana celular.
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Modelo de Mosaico Fluido

Em 1972, Singer e Nicolson propuseram
um modelo para a membrana celular,
chamado de “Modelo de Mosaico Fluido”
(Singer & Nicolson, 1972). Neste modelo
temos a bicamada fosfolipidica, onde
encontram-se inseridas proteinas. O
modelo prevé duas formas de proteinas
inseridas na membrana, uma que
atravessa toda a membrana, chamada
proteina intrinseca, ou
transmembranar. A segunda forma de
proteina tem posicao parcialmente
inserida na membrana, sendo encontrada
tanto no exterior como voltada para o
citoplasma. Essa forma de proteina é
chamada extrinseca.

Referéncia: Singer SJ, Nicolson GL. The fluid mosaic model of
the structure of cell membranes. Science. 1972; 175(4023):720-
731. doi: 10.1126/science.175.4023.720. PMID: 4333397.
PubMed
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O Modelo de Mosaico Fluido indica dois tipos de proteinas inseridas na bicamada lipidica
(elipsoides cinzas). A proteina da esquerda € uma proteina extrinseca e a da direita uma
proteina intrinseca. Os fosfolipidios s&o indicados com a cabecga polar em preto e a cauda
hidrofébica pelas linhas que saem da esfera preta. 9
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Modelo de Mosaico Fluido

O Modelo de Mosaico Fluido prevé a
passagem seletiva de ions pelas
proteinas intrinsecas. Entre as proteinas
intrinsecas temos os canais i6nicos e as
bombas idnicas. Outra caracteristica do
modelo ¢ liberdade de movimentacao das
proteinas na bicamada lipidica.
Moléculas apolares podem atravessar a
bicamada, ja ions ficam retidos na
bicamada precisando da acao das
proteinas transmembranares para sua
passagem.

Referéncia: Singer SJ, Nicolson GL. The fluid mosaic model of
the structure of cell membranes. Science. 1972; 175(4023):720-
731. doi: 10.1126/science.175.4023.720. PMID: 4333397.
PubMed

Proteina extrinseca

Proteina intrinseca, ou
transmembrana

O Modelo de Mosaico Fluido indica dois tipos de proteinas inseridas na bicamada lipidica
(elipsoides cinzas). A proteina da esquerda € uma proteina extrinseca e a da direita uma
proteina intrinseca. Os fosfolipidios s&o indicados com a cabecga polar em preto e a cauda

hidrofébica pelas linhas que saem da esfera preta. 10
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Modelo de Mosaico Fluido

Resumindo, a membrana celular funciona
como uma barreira seletiva entre os meios
intracelular e extracelular.

Na estrutura da membrana, destaca-se a
bicamada fosfolipidica, com proteinas
inseridas (modelo de mosaico fluido).
Além das proteinas, ha ainda
carboidratos ligados aos fosfolipidios e
as proteinas e moléculas de colesterol
inseridas na bicamada fosfolipidica.

Referéncia: Singer SJ, Nicolson GL. The fluid mosaic model of
the structure of cell membranes. Science. 1972; 175(4023):720-
731. doi: 10.1126/science.175.4023.720. PMID: 4333397.
PubMed
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Modelo de Mosaico Fluido

Carboidratos Na membrana, os carboidratos aparecem ligados covalentemente aos

(glicoproteinas e lipidios (glicolipidios) e as proteinas (glicoproteinas). Participam da

glicolipidios) interacao célula-célula, reconhecimento molecular e crescimento celular.
O processo de ligagdao do carboidrato a proteina o lipidio € chamado
glicosilacao.

Meio Extracelular :
Canal iénico Carboidrato
"l

U/) :’ \{' I\mh‘ n I Biocamada

gt i
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Modelo de Mosaico Fluido

Proteina Proteina parcialmente inserida na bicamada fosfolipidica, podendo esta

extrinseca voltada tanto para o meio extracelular como para o meio intracelular.
Exemplos de proteinas extrinsecas sdo proteinas G e enzimas que
ficam parcialmente inseridas na bicamada, como a fosfodiesterase.

Proteina Essas proteinas atravessam toda extensdo da bicamada fosfolipidica,
intrinseca possibilitando comunicagao entre os meios intracelular e extracelular. Os
canais ibnicos e bombas ibnicas sdo exemplos de proteinas intrinsecas.

Glicoproteina

Proteina
Extrinseca
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Citoesqueleto
Citoplasma

13


https://azevedolab.net/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Azevedo+WF+Jr+or+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+filgueira+de+azevedo+w+OR+azevedo+junior+wf+or+ivan+al+NOT+Cavalcanti+AL+NOT+de+Godoy+JM+not+Medeiros+CC+not+Azevedo+LM+NOT+Abreu+Junior+GF+NOT+Mathias+LADST+or+azevedo+w+not+%22azevedo+ws%22+not+%22azevedo+wta%22+not+%22Mathias+LADST%22+not+%22de+Azevedo+WM%22+not+%22azevedo+wt%22+not+%22Silva-Filho+A%22+not+%22Medeiros+CC%22+not+%22Azevedo+LM%22+not+%22+Matsouka+P%22+not+%22Almeida+Junior+HJ%22+not+%22de+Godoy+JM%22+not+%22+Abreu+MH%22+not+%22Azevedo+WM%22+not+%22Azevedo+WR%22+not+%22Azevedo+ES%22+not+%22pereira+PEA%22+not+%22Feitoza+CC%22+not+%22Campanini+MZ%22&sort=pubdate&size=50
https://www.rcsb.org/structure/2A4L
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006435557
https://github.com/azevedolab/
https://github.com/azevedolab/
https://www.webofscience.com/wos/author/record/581112

publMed  GitHub “PDEB

PROTEIN DATA BANK

Modelo de Mosaico Fluido

Colesterol Essa molécula mantém a integridade da membrana e modula a sua
fluidez. Sua parte polar interage com moléculas agua, enquanto sua
porcao hidrofébica interage com as caudas hidrofobicas dos fosfolipidios.
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Modelo Computacional

Biomembranas sao baseadas
principalmente  em lipidios, com
predominancia de fosfolipidios. A
estrutura quimica geral de uma molécula
de fosfolipidio € mostrada ao lado (figura
a). Essa molécula €& basicamente um
glicerol (figura b), sobre o qual foram
ligadas as cadeias de acidos graxos (R,
e R,). O grupo fosfato permite a ligacao
covalente de outra molécula designada na
figura por pelo grupo X. Um dos acidos
graxos tipicos encontrados nos
fosfolipidios € chamado acido palmitico
(figura c) .

a)
CH»> CH CH, O—P—0—X
0] O
oO——=C —0 Fosfolipidio
R, R,
b)
H
|
HO CH; C CH, OH
|
OH
Glicerol

Acido palmitico
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Modelo Computacional

A molécula de acido palmitico (ou acido
hexadecanodico) apresenta 16 carbonos e
31 hidrogénios. Esse acido graxo é dito
saturado, pois apresenta o maior numero
possivel de hidrogénios ligados. A
presenca de ligacoes duplas na cadeia de
acido graxo indica que 0 mesmo € nhao
saturado. As duas cadeias R, e R, nao
precisam ser homogéneas, ou Sseja,
podem apresentar cadeias de tamanhos
distintos. Nos fosfolipidios, uma parte da
molécula € polar, a cabeca hidrofilica ou
polar. A parte apolar € composta pelas
duas cadeias de acidos graxos. O
diagrama esquematico ao lado ilustra uma
molécula de fosfolipidio. Moléculas que
apresentam parte polar e parte hidrofébica
sao chamadas anfipaticas. Na figura ao
lado, temos a representacado CPK do
fosfolipidio e ndao sao indicados os atomos
de hidrogénio.

Cabeca polar

o Cabeca polar

Caudas hidrofébicas

Caudas hidrofdbicas

e0C000C

CARBONO
NITROGENIO
OXIGENID
ENXOFRE
HIDROGENID
FOSFORO
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Modelo Computacional

Diversos modelos computacionais de
biomembranas foram construidos e
submetidos a simulacdo de dinamica
molecular. Na dinamica molecular,
podemos simular computacionalmente
aspectos sobre a mobilidade dos sistemas
moleculares, de forma que a interacdo da
bicamada fosfolipidica com moléculas de
agua pode ser analisada. Essas
simulagdes usam diferentes componentes
para a formagcao da bicamada, no
exemplo ao lado foram usadas moléculas
de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina, formando uma caixa
retangular, onde temos moléculas de agua
interagindo com a parte polar da
bicamada. No modelo computacional,
vemos claramente que as caudas
hidrofobicas nao interagem com as
moléculas d’agua.

PROTEIN DATA BANK

Hidrofilica

Hidrofdbica

Hidrofilica

e } ER S .
Modelo computacional da membrana
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Abaixo temos a descricao da montagem do modelo computacional da bicamada

fosfolipidica.

Fosfolipidio original

Fosfolipidio transladado

1) Montagem do
fosfolipidio. Podemos
usar as coordenadas
atbmicas de um
fosfolipidio obtidas
experimentalmente e
otimizar a estrutura
tridimensional

computacionalmente.
As coordenadas
atbmicas do
fosfolipidio podem ser
determinadas por
cristalografia.

2) Montagem da
monocamada. As
coordenadas atbémicas
do fosfolipidio original
sao movimentadas
gerando  copias da
molécula original, soé
que em outra posicao.
O processo de copia é
gerado aplicando-se
operacdes matematicas
simples sobre as
coordenadas atbémicas
do fosfoliidio.

Bicamada fosfolipidica.

3) Montagem da bicamada.
Apés o descolamento de

dezenas de fosfolipidios,
temos um modelo da
bicamada fosfolipidica. O
modelo acima apresenta 128
moléculas, 64 em cada
camada.
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4) Montagem da bicamada
com moléculas de agua.
Moléculas de agua sao
distribuidas  aleatoriamente
na estrutura da bicamada.
Ap6s a simulagdo de
dinamica molecular, as
moléculas de agua localizam-
se nas partes hidrofilicas,
como mostrado acima.
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Modelo Computacional

Podemos pensar que o0 modelo
computacional representa um fatia da
membrana celular, sem a presenca de
proteinas. E como se tivéssemos cortado
um pedaco em formato de cubo da
biomembrana. Na simulacao
computacional da  membrana, as
moléculas de agua posicionam-se nas
regidoes polares, como era de se esperar.
A vantagem da simulacao computacional
€ que uma vez confirmada a capacidade
de simulacao de aspectos conhecidos,
como a interacdo com agua, podemos
adicionar moléculas aos sistemas e prever
seu comportamento. Por exemplo,
podemos prever qual o comportamento de
farmacos com a Dbicamada. Essa
simulacao e de interesse no
desenvolvimento de farmacos, visto que,
para que possam agir, a maioria dos
farmacos tém que  atravessar a

PROTEIN DATA BANK

Hidrofilica

Hidrofébica  Hidrofilica Hidrofilica  Hidrofdbica

Hidrofilica

Diagrama esquematico da membrana
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Interacoes Intermoleculares

Na membrana celular, muitas das
proteinas apresentam regides em hélice
alfa. Para entendermos essa interacao
proteina-membrana, vamos olhar alguns
detalhes da estrutura da hélice alfa. Uma
hélice alfa (figuras a e b) tem as cadeias
laterais apontando para fora da hélice
(indicadas com setas). Esta hélice alfa
pode ser representada como um cilindro
(figura b). Nas figuras c e d temos a visao
de cima de cada uma das representacoes
da hélice alfa. As visbes facilitam a
identificacao das regides hidrofébicas e
hidrofilicas das hélices alfa, como nas
figuras c e d.
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Cadelas laterais
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Interacoes Intermoleculares

Nas estruturas de feixes de hélices
transmembranares (figura a), verifica-se
que a parte da hélice que toca os lipidios
€ relativamente mais hidrofobica que a
parte que participa do contato hélice-
hélice. No diagrama esquematico a
direita, temos um feixe de 4 hélices (figura
b), onde vemos que a regido entre as
hélices € mais hidrofilica que a regiao em
contato com a bicamada lipidica.
Indicamos com setas as regidoes das
hélices em contato com a bicamada
fosfolipidica.

PDE

PROTEIN DATA BANK

a) Hélice transmembranar

AN /
AN

e

b) 4 hélices transmembranares

Superficie mais hidrofébica

Superficie mais hidrofilica
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Proteinas Intrinsecas

Apresentaremos o) receptor de
acetilcolina como exemplo de proteina
intrinseca. Esta proteina atravessa toda a
espessura da membrana celular. Seu
papel biologico € servir de encaixe de
uma molécula neurotransmissora
chamada acetilcolina. Esta molécula €
liberada pelo neurénio motor e liga-se ao
receptor de acetilcolina da fibra
muscular. O encaixe da acetilcolina
permite que o receptor se abra e entre
sodio na fibra muscular. A entrada do ion
sodio (Na*) leva a fibra muscular a
contragcao, num processo que veremos
em outra aula.

Na figura as esferas representam os
atomos da proteina. Os atomos sao
representados com o seguinte cédigo de
cores: cinza  (carbono), vermelho
(oxigénio), azul (nitrogénio) e amarelo
(enxofre).
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Proteinas Intrinsecas

Além da representagcao com todos os atomos, podemos ter a representacao das
hélices e fitas (elementos de estrutura secundaria) presentes na estrutura. A figura da
esquerda mostra os elementos de estrutura secundaria.
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Proteinas Intrinsecas

Vemos na estrutura do receptor de
acetilcolina um padrao de
hidrofobicidade na distribuicdo dos
atomos na superficie da proteina. Os
atomos de carbono (cinza) localizam-se
principalmente numa faixa da superficie
da proteina, proxima a metade da
proteina estendendo-se para a parte
inferior. Tal concentracdo de carbonos
confere a proteina uma porgcao
hidrofébica. A presenca de nitrogénio
(azul) e oxigénio (vermelho) fornece um
perfil hidrofilico as regibes superior e
inferior do receptor de acetilcolina. Assim,
temos um padrao de cima para baixo
definido como segue: hidrofilico,
hidrofébico e hidrofilico.

[m'mn]
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Outro aspecto que podemos destacar da estrutura do receptor de acetilcolina, é seu
formato cbnico, como se fosse uma casquina de sorvete. Esta € uma caracteristica
encontrada em muitas estruturas de proteinas que atravessam a membrana celular

(proteinas intrinsecas).
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Proteinas Intrinsecas

Se girar a visdo de perfil da proteina 90 graus, teremos a visao da esquerda. Um
aspecto a ser destacado € a abertura que vemos no centro da imagem a esquerda. O
furo no centro é que permite a entrada do ion sddio que levara a contracao da fibra

muscular.
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Proteinas Intrinsecas

A estrutura do receptor de acetilcolina nao
foi determinada em contato com a
membrana celular, mas a partir da analise
de sua estrutura cristalografica isolada,
podemos elaborar uma hipoétese cientifica
de como a proteina interage com a
membrana. Vamos destacar os principais
aspectos da estrutura da proteina.

1) A analise da estrutura indica um padrao
de hidrofobicidade na forma de
sanduiche.

2) A dimensao maior da proteina chega a
150 A de comprimento.

3) A bicamada fosfolipidica apresenta uma
espessura de aproximadamente 60 A.
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Hidrofilica

150 A

27


https://azevedolab.net/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Azevedo+WF+Jr+or+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+filgueira+de+azevedo+w+OR+azevedo+junior+wf+or+ivan+al+NOT+Cavalcanti+AL+NOT+de+Godoy+JM+not+Medeiros+CC+not+Azevedo+LM+NOT+Abreu+Junior+GF+NOT+Mathias+LADST+or+azevedo+w+not+%22azevedo+ws%22+not+%22azevedo+wta%22+not+%22Mathias+LADST%22+not+%22de+Azevedo+WM%22+not+%22azevedo+wt%22+not+%22Silva-Filho+A%22+not+%22Medeiros+CC%22+not+%22Azevedo+LM%22+not+%22+Matsouka+P%22+not+%22Almeida+Junior+HJ%22+not+%22de+Godoy+JM%22+not+%22+Abreu+MH%22+not+%22Azevedo+WM%22+not+%22Azevedo+WR%22+not+%22Azevedo+ES%22+not+%22pereira+PEA%22+not+%22Feitoza+CC%22+not+%22Campanini+MZ%22&sort=pubdate&size=50
https://www.rcsb.org/structure/2A4L
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006435557
https://github.com/azevedolab/
https://github.com/azevedolab/
https://www.webofscience.com/wos/author/record/581112

PublMed  GitHub =4 D] =-

PROTEIN DATA BANK

Proteinas Intrinsecas

150 A

28


https://azevedolab.net/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Azevedo+WF+Jr+or+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+filgueira+de+azevedo+w+OR+azevedo+junior+wf+or+ivan+al+NOT+Cavalcanti+AL+NOT+de+Godoy+JM+not+Medeiros+CC+not+Azevedo+LM+NOT+Abreu+Junior+GF+NOT+Mathias+LADST+or+azevedo+w+not+%22azevedo+ws%22+not+%22azevedo+wta%22+not+%22Mathias+LADST%22+not+%22de+Azevedo+WM%22+not+%22azevedo+wt%22+not+%22Silva-Filho+A%22+not+%22Medeiros+CC%22+not+%22Azevedo+LM%22+not+%22+Matsouka+P%22+not+%22Almeida+Junior+HJ%22+not+%22de+Godoy+JM%22+not+%22+Abreu+MH%22+not+%22Azevedo+WM%22+not+%22Azevedo+WR%22+not+%22Azevedo+ES%22+not+%22pereira+PEA%22+not+%22Feitoza+CC%22+not+%22Campanini+MZ%22&sort=pubdate&size=50
https://www.rcsb.org/structure/2A4L
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006435557
https://github.com/azevedolab/
https://github.com/azevedolab/
https://www.webofscience.com/wos/author/record/581112

PublMed  GitHub

Proteinas Intrinsecas

4) A bicamada fosfolipidica apresenta um
padrdo de hidrofobicidade da forma de
sanduiche, onde a parte hidrofébica fica
no meio de duas partes opostas
hidrofilicas, como mostrada na figura ao
lado.

5) Do ponto de vista fisico-quimico,
esperamos que as partes hidrofébicas da
proteina apresentem interacado com as
partes hidrofébicas da membrana.
Esperamos, também, interacbes entre as
partes hidrofilicas da proteina com as

cabecas polares da bicamada
fosfolipidica.
Considerando as observacoes

experimentais destacadas anteriormente,
podemos levantar uma hipotese cientifica
sobre a interacdo do centro da proteina
com a membrana celular.
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Proteinas Intrinsecas

A figura abaixo representa os elementos de estrutura secundaria do receptor de
acetilcolina. Esses elementos estdo coloridos com uma escala de hidrofobicidade. O
vermelho é mais hidrofilico e o verde mais hidrofébico. Vemos uma parte mais
hidrofobica no feixe de hélices proximo ao centro da estrutura.

) Feixe de
S;— hélices
" hidrofébicas
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Canais Ionicos

Canais de potassio (K*) sdo proteinas Meio extracelular
intrinsecas que permitem a saida de ions X '
K* da célula. Essa classe de proteinas
também é chamada de canais i6nicos. A
habilidade mostrada pelos canais de K*
dependentes de voltagem de permitirem a
saida de ions de K* €& conseguida por |
meio de um filtro de seletividade Esfera
presente numa das extremidades do poro. de hidratagao
A figura ilustra a passagem de K* (esferas
verdes) pelo canal de K*. A regiao
mostrada € a parte do filtro. Em solucao,
os K* apresentam-se envolvidos por 8
moléculas de agua (esferas vermelhas),
formando uma camada de hidratagéo- A Interagéo intermolecular do canal de K* dependente de voltagem
esferas de hidratacao dos ions de K* com fons de K* (esferas verdes).

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=38 .
acomodam-se no canal de K* e comecam
a perder as moléculas de agua, a
interacdo com a agua € substituida pela
interacao com os oxigénios das carbonilas
do canal de K* dependente de voltagem.

Citoplasma
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Canais Ionicos

A regiao do canal de K* apresenta um
tamanho preciso para uma interacao
favoravel com a camada de hidratacio
envoltéria de K*. No caso do ion de Na*, a
esfera envoltéria € menor que a do K,
levando a uma interacao fraca com o
canal de K*. Assim, o sistema da esfera
de Na*, ndo tem uma interacao favoravel
com o canal de K*, permanecendo no
interior da célula. Por ser menor que a do
K*, podemos pensar que a esfera de
hidratacdo do Na* esta frouxamente
ligada ao canal de K* dependente de
voltagem, o que nao € favoravel para a
perda das moléculas de agua e posterior
passagem pelo canal.

PROTEIN DATA BANK

Meio extracelular
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Citoplasma

Animacao com a difusdo de ions pelo canal idnico.
Fonte:
http://leavingbio.net/OSMOSIS %20AND%20DIFFUSION.htm
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Canais Ionicos

A estrutura do canal de K* dependente de
voltagem de Streptomyces lividans
apresenta estrutura quaternaria
tetramérica (4 cadeias polipeptidicas),
representadas na figura ao lado. Cada
cadeia € formada por trés hélices e uma
estrutura em laco, o ion de potassio esta
representado no centro do tetramero em
verde. Estamos olhando do meio
extracelular para o meio intracelular.

]
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Canal de K* dependente de voltagem visto do meio extracelular
para o meio intracelular. Cédigo de acesso PDB: 1BLS8.

Fonte: Sansom, MS. Current Biology 1998, 8:R450—R452
http://biomednet.com/elecref/09609822008R0450
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Canais Ionicos

O canal de K* dependente de voltagem
forma uma passagem na membrana
celular. Tal passagem ¢é altamente
seletiva por K* e sensivel a mudancga de
potencial elétrico. A parte intracelular do
tubo do canal de K* apresenta uma
cavidade de 10 A de diametro. A
cavidade esta alinhada com residuos
hidrofébicos e preenchida por moléculas
de agua. As dimensdes da cavidade
permitem um ajuste ideal para interacao
com os ions de K*.
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Canal de K* dependente de voltagem visto do meio extracelular
para o meio intracelular. Cédigo de acesso PDB: 1BLS8.

Fonte: Sansom, MS. Current Biology 1998, 8:R450—R452
http://biomednet.com/elecref/09609822008R0450
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Canais Ionicos

A figura a lado mostra um zoom da regiao
que interage com o ion de K*. A carga
positiva do ion de K* interage
eletrostaticamente com os oxigénios das
carbonilas dos residuos de Tyr58, com as
distancias interatbmicas variando de 3,07
a 3,21 A. Os oxigénios das carbonilas ndo
apresentam uma carga elétrica completa,
mas uma carga elétrica parcial negativa,
que sofre atracao eletrostatica pela carga
positiva do ion de K*. O ion de K* é
mostrado pela esfera verde no centro da
figura.

A figura acima mostra a interagdo do ion de potassio (esfera
verde) com 4 carbonilas. Cada carbonila pertence a tirosina 58,
que esta presente em cada mondmero da estrutura do canal de
K* dependente de voltagem . Cédigo de acesso PDB: 1BLS8.
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Canais Ionicos

Na figura ao lado, vemos a superficie
molecular do canal de K* dependente de
voltagem. A coloragao azul indica carga
relativa positiva, a vermelha carga relativa
negativa e a azul ciano carga neutra. O
ion de K* (indicado pela esfera verde no
centro da estrutura) sofre interacao
eletrostatica com as concentracbes de
cargas negativas do canal de K*. A
estrutura quaternaria do canal i6nico fica
clara na figura, com 4 cadeias
polipeptidicas. A estrutura do canal de K*
dependente de voltagem €& chamada
homotetramero, ou seja, um tetramero
com 4 monémeros idénticos.
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Superficie molecular do canal de K* dependente de
voltagem. A figura mostra a visédo do meio extracelular, como
se observassemos do meio extracelular para o meio
intracelular. Codigo de acesso PDB: 1BLS8.
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Canais Ionicos

Podemos fazer uma analogia do canal de K*
dependente de voltagem com uma macga, onde
a visao da molécula ao lado é analoga a visao
da deliciosa maca mostrada na foto abaixo.

Superficie molecular do canal de K* dependente de
voltagem. A figura mostra a visédo do meio extracelular, como
se observassemos do meio extracelular para o meio
intracelular. Codigo de acesso PDB: 1BLS8.
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Canais Iénicos

Usando a macga, podemos imaginar o que temos que fazer para visualizarmos o
interior da maca, como se quiséssemos observar o interior do canal de K* dependente
de voltagem. Na primeira foto a esquerda, temos a macé inteira, vista de cima. Na foto
seguinte, temos a maca com a quarta parte removida. Na terceira foto, temos a maca
com a quarta parte removida vista de perfil.
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Canais Ionicos

Agora temos o analogo do canal de K* dependente de voltagem, mostrado abaixo de
cada foto da maca, deixando clara a visualizacao do interior do canal na ultima figura
da direita. A primeira figura da molécula vemos o canal por cima, na segunda com um
dos mondmeros retirados e, por ultimo, de perfil, vemos o interior do canal de K*

dependente de voltagem.
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Canais Ionicos

Na figura ao lado removemos o
monébmero B, o que possibilita
visualizarmos o interior do canal de K*. A
figura foi girada 90° em relagdo a figura
vista de cima. O tubo formado permite a
passagem do ion de K* do meio
intracelular (parte de baixo) para o meio
extracelular (parte de cima). Na parte de
baixo, vemos uma regiao essencialmente
hidrofébica, no centro do canal (indicada
por uma circunferéncia branca). Esta
regiao apresenta uma cavidade, que
permite a passagem dos ions de K.
Podemos pensar que a cavidade é uma
antecamara, onde o ion de K* despe-se
de sua camada de solventes (as 8
moléculas de agua que cercam o ion).

Superficie molecular do canal de K*. A figura mostra a visdo de
perfil do canal. Codigo de acesso PDB: 1BLS.
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O ion de K* intracelular & capturado e
desloca-se para a cavidade hidrofébica,
indicada pela circunferéncia branca.
Acima desta cavidade temos uma
sequéncia de residuos de aminoacido
Gly-Tyr-Gly, que estreitam o tubo que liga
ao meio extracelular, selecionando os ions
de K*. A presenca de residuos glicina
(Gly) confere grande flexibilidade
estrutural a esta regiao da proteina.

Superficie molecular do canal de K*. A figura mostra a visdo de
perfil do canal. Codigo de acesso PDB: 1BLS.
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Canais Ionicos

Como ja destacamos anteriormente, um
aspecto estrutural comum a muitas
proteinas intrinsecas € a presenca de
hélices na regiao transmembranar. Na
estrutura do canal de K*, vemos um feixe
de hélices interagindo com as caudas
hidrofobicas da bicamada fosfolipidica,
como mostrado ao lado. O canal de K*
tem um aspecto de cone, como se fosse
uma casquinha de sorvete.

Meio extracelular

Citoplasma

Estrutura do canal de K* dependente de voltagem interagindo
com a bicamada fosfolipidica. Codigo de acesso PDB: 1BLS8.
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Pressao Osmotica

Os canais ibnicos permitem a difusdo de ions, este fenbmeno pode ser estudado a
partir de uma analogia com uma cuba de vidro, onde temos cloreto de sdédio ( 5 % de
NaCl) dissolvido de um lado da cuba e do outro agua pura. Os dois sistemas estao
separados por uma membrana permeavel ao NaCl e a agua. Como a membrana é
permeavel, ocorre a difusao, que leva as moléculas de agua do lado direito a
movimentar-se para o setor do lado esquerdo e, os ions de NaCl, a difundirem-se para
o lado direito.

Cy = 0 % de NaCl
dissolvido em agua

N\
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Pressao Osmotica

Com a difusao, o sistema atinge o equilibrio, onde a concentracao salina € idéntica em
ambos os lados. Considerando-se que o volume € o mesmo em ambos os lados, €
que a concentracdo inicial de NaCl do lado esquerdo era 5 % e 0% do lado direito,
temos, no equilibrio, 2,5 % de NaCl em ambos os lados. O fenbmeno da difusdo é
dependente da temperatura do sistema, pois, conforme aumentamos a temperatura,
aumentamos a energia cinética dos componentes do sistema (agua e NaCl).

/
/

Cu = 2,5 % de NaCl
dissolvido em agua

Cu = 2,5 % de NaCl
dissolvido em agua

/
/
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Pressao Osmotica

Quando trocamos a membrana permeavel por uma semipermeavel, observamos o
fendOmeno da osmose. Na osmose temos a transferéncia de moléculas de agua da
regido com baixa concentracdo de soluto (lado direito da cuba), para uma regido com
alta concentracao de soluto (NaCl), lado esquerdo da cuba. Assim, temos uma
pressdo atuando do lado direito para o lado esquerdo, a pressao osmética (I1). O
fluxo de agua do lado direito para o esquerdo € chamado de fluxo osmético.

Cy = 0 % de NaCl
dissolvido em agua
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Pressao Osmotica

Abaixo temos a situagao que ocorre quando o equilibrio € atingido. A pressao da coluna
de liquido do lado esquerdo compensa a pressao osmotica. A pressao osmética (I1)
depende da concentragao do soluto (C,,), da temperatura em Kelvin (T) e da constante
dos gases (R = 0,0821 L atm mol-' K-1), conforme indicado na equacgao abaixo:

[1=C, RT

Cy = 0 % de NaCl

dissolvido em agua
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Pressao Osmotica

Exemplo. A agua do mar apresenta em média uma concentracdo salina de 1,13 mol/L.
Calcule a pressao que deve ser aplicada para barrar o fluxo de agua pura em contato
com a agua do mar, considere uma temperatura de 25 °C.

lf—
Fluxo osmatico
E: Membrana
% semipermeavel .
@ o @ : Solugso:
i e ® Inicialmente temos que passar a temperatura
e Q0 =w-=—° . e p P
o —p? o o para Kelvin, T = 25 + 273,15 = 298,15 K.
e @ 0o © ©, Agora aplicamos a equacao da pressao, como
‘ 2 o] J seqgue:
Agua do mar Agua pura
Fluxo osmético. 1= CMRT =
Fonte: -1 -1
http://www.chem1.com/acad/webtext/solut/sol = 1,1 3mol/ L0,082 1L.atmmol™ K 298,1 5K
ut-4.html

[1=27,66atm
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Pressao Osmotica

Se aplicarmos uma pressdo maior que a
pressao osmotica, do lado onde a
concentracao salina é alta, teremos um
fluxo de agua pura para o lado direito,
conforme mostra na figura ao lado. Esse
processo € chamado de osmose reversa
e ¢é utilizado para dessalinizar a agua do
mar. Obviamente, para exercermos uma
pressao contraria e maior que a pressao
osmotica, teremos gasto de energia. Esse
processo € caro € depende da eficiéncia
da membrana semipermeavel.

(=]
]
o=

PROTEIN DATA BANK

Pressao
hidraulica
maior que a
pressao
osmotica

Osmose reversa.

Fonte: http://www.chem1.com/acad/webtext/solut/solut-4.html
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Penicilina

A penicilina € um dos maiores sucessos
da histéria da descoberta de farmacos.
Para entendermos o seu sucesso, temos
que estudar seu mecanismo de acao.
Sabemos que bactérias sdo ameacas
constantes aos seres humanos e uma
forma de identificar novos agentes
antibacterianos é observar como plantas,
outros animais e fungos protegem-se. Foi
assim, de maneira acidental, que
Alexander Fleming identificou a acao
antibacteriana da penicilina em 1928.
Fleming observou que a presenca de
mofo (figura ao lado) numa colbnia de
bactérias adiava o crescimento destas.

Micrografia eletrénica do fungo da penicilina crescido no péao.
Um estudo posterior identificou que o) Fonte: http://www.sciencephoto.com/media/13663/enlarge

mofo estava inundando a colbénia de
bactérias com uma molécula, a penicilina.
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Penicilina

A penicilina ataca um aspecto unico da
vida das bactérias, sem atacar o
metabolismo humano, um processo
chamado toxicidade seletiva. Outra
razao para o sucesso da penicilina, € que
os alvos sao proteinas que se encontram
fora da membrana citoplasmatica, assim
nao ha necessidade de atravessar a
membrana para atingir o alvo.

Quando tratada com baixas doses de
penicilina, as bactérias mudam de formato
e longos filamentos crescem a partir do
corpo central da bactéria (figura ao lado).
Um aumento da dose de penicilina leva a
perda da integridade estrutural da
superficie da bactéria, ela incha e
finalmente se rompe.

Efeito da penicilina na bactéria Escherichia coli. Na parte
inferior vemos o corpo central arredondado da bactéria, onde
temos protrusdées na parte esquerda e direita superior. Essas
protrusdes devem-se a acao da penicilina, que afeta a parede
celular e deforma a célula antes do rompimento que mata a

bactéria. 57

Fonte: http://www.sciencephoto.com/media/12498/enlarge
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Penicilina

A penicilina ataca enzimas envolvidas na
montagem de uma forte rede de cadeias
de proteinas e carboidratos, chamada
peptidoglicano. O peptidoglicano ¢é
responsavel pela rigidez estrutural da
parede celular de bactérias e determina a
forma da bactéria. Outra caracteristica do
peptidoglicano é a protecao contra a lise
osmotica, quando em meio hipotoénico.
Num meio hipotbnico, a concentracao
salina € menor no meio extracelular, o que
leva a entrada de agua na célula. Esta
entrada de agua pode levar a célula ao
seu rompimento (lise osmatica).

CD-
DB

o

(="

PROTEIN DATA BANK

Estrutura cristalografica da carboxipeptidase.

Fonte: https://www.rcsb.org/structure/1hvb
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Penicilina

A penicilina € quimicamente similar aos
blocos construtivos do peptidoglicano, e
sua acao inibe a montagem destes. As
proteinas alvos da penicilina sao
chamadas de proteinas que se ligam a
penicilina (penicillin-binding  proteins).
Uma dessas proteinas e
carboxipeptidase, que catalisa a ligagao
de peptideos para formar uma rede que
envolve a bactéria.
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Estrutura cristalografica da carboxipeptidase.

Fonte: https://www.rcsb.org/structure/1hvb
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Penicilina

Na estrutura da carboxipeptidase em
complexo com cefalosporina vemos
detalhes da inibicao da enzima.

O uso indiscriminado de penicilina levou
ao surgimento de bactérias resistentes
ao antibidtico. O fato das bactérias
apresentarem um ciclo de evolucao
relativamente rapido, quando comparado
com outros organismos, leva a uma
evolucao acelerada, onde as regras da
selegao natural acabam selecionando as
bactérias resistentes aos antibidticos. Ha
diversos mecanismos de resisténcia, um
dos mais comuns € a producao de uma
enzima similar a carboxipeptidase,
chamada betalactamase, que se liga a
penicilina, modificando sua estrutura, de
forma que ela nao inibe mais a
carboxipeptidase.
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Serine 62

Estrutura da carboxipeptidase em complexo com cefalosporina,
que liga-se covalentemente a serina 62.

Fonte:
http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of the

month/images/1hvb.qif
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Programa Visual Molecular Dynamics (VMD)

Varias das imagens usadas para representar moléculas foram geradas com o programa
Visual Molecular Dynamics (VMD). Este programa € gratuito e pode ser facilmente
instalado no seu computador (Windows, Linux e Mac OS). O link para download é p

seguinte:
https://www.ks.uiuc.edu/Development/Download/download.cgi?PackageName=VMD
=. Sair X TcE Software Downloads x 0 E-mail Pro - UOL b4 | Nova guia X | + - X
&« C @ ks.uiucedu/Development/Download/download.cgi?PackageMame=YMD o 23 % N a

NIH CENTER FOR MACROMOLECULAR MODELING & BIOINFORMATICS UNIVERSITY OF ILLINDIS AT URBANA-CHAMPAIGN

THEORETICAL 2nd COMPUTATIONAL

BiorHysics GROUP

Home Research Publications Software Instruction News Galleries Facilities About Us

Home Software Downloads
Overview

- Download VMD:
Publications

VMD is a molecular visualization program for displaying, animating, and analyzing large biomalecular systems using 3-D graphics and built-in scripting. Visit the VMD website for complete information and
Research documentation.

m Selecting an archive below will lead to a user registration and login page. Your download will continue after you have registered or logged in.

F NAMD

Pwe o Version 1.9.4 LATEST ALPHA (2020-12-21) Platforms:
» GPU Computing

b Lattice Microbes Latest pre-release ALPHA test version

¥ Atomic Resclution

Brownian Dynamics Source Code

Windows 32-bit (32-bit Intel x86) (Windows 10)
Windows 64-bit, CUDA, OptiX, OSPRay (64-bit Intel x86_64) (Windows 10)

} MDFF « LINUX_64 OpenGL, CUDA, OptiX, OSPRay (Linux (RHEL 6.7 and later) 64-bit Intel/AMD x86_64 SSE, with CUDA 9.x, OptiX, OSPRay)
b QwikMD = MacOS5 11.x, ARME4 (64-bit "M1” Macs) (Apple MacOS-X 11 or later)

» Other * MacOS5 10.15, x86_64 (64-bit Intel x86_64) (Apple MacOS5-X 10.15 or later)

— = MacOS5 X OpenGL (32-bit Intel x86) (Appla MacOS-X (10,10 x to 10.13.x) with hardware OpenGL (native bundle})

Version 1.9.3 (2016-11-30) Platforms: 56

We recommend that all users upgrade to YMD 1.9.3
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Docking Screens

for Drug
Discovery

Dr. Walter F. de Azevedo, Jr. earned a BSc in Physics (1990), an MSc in Applied Physics (1992), and a DSc in Applied
Physics (1997) from the University of Sdo Paulo (Brazil). In his doctoral studies, Dr. Azevedo worked under the
supervision of Prof. Yvonne Primerano Mascarenhas (University of Sdo Paulo) and Prof. Sung-Hou Kim (University of
California, Berkeley) on a split Doctoral program with a fellowship from the Brazilian Research Council (CNPq). During his
first two years at Berkeley, he was under a CNPq fellowship (1993-95). Due to his performance, Prof. S.-H. Kim hired him
as Visiting Researcher for the Department of Chemistry, University of California at Berkeley (1995-96).

The work developed during these three years at Berkeley resulted in his thesis about the structure of Cyclin-Dependent
Kinase 2 (CDK2) in complex with inhibitors (PDB access code: 2A4L) (de Azevedo et al., 1996; de Azevedo et al., 1997).
Dr. Azevedo is the first author of both papers, and these publications gathered more than 1,000 citations on the Web of
Science. During 1997-98 he had a postdoc position at S&do Paulo State University (Unesp) with a Fapesp fellowship. He
holds a habilitation degree in Physics (livre-docéncia) from the Sdo Paulo State University (Unesp)(2004). In 1998, Dr.
Azevedo participated in a research project with NASA that sent proteins to crystallize in a microgravity environment
onboard the Space Shuttle Discovery (STS-95). This research had coverage of Brazilian TV networks. He published a
book entitled "Docking Screens for Drug Discovery" with Springer Nature in 2019. This book sold 46,000 copies (April
2024) with over 2 million dollars in sales (https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-4939-9752-7). In 2020, the Journal
Plos Biology ranked Dr. Azevedo among the most influential researchers in the world (Fields: Biochemistry & Molecular
Biology and Biophysics).

Dr. Azevedo has vast editorial experience. He is the frontiers section editor (Bioinformatics/Biophysics) for the Current
Drug Targets, section editor (Bioinformatics in Drug Design and Discovery) for the Current Medicinal Chemistry, review
editor for Frontiers in Chemistry, associate editor for Exploration of Drug Science, member of the editorial
boards Molecular Diversity and the Journal of Molecular Structures, and editor of Docking Screens for Drug Discovery
(Methods of Molecular Biology)-Springer Nature. He is a reviewer for over 60 high-impact journals, including Nature
Communications and Briefings in Bioinformatics. His research interests are interdisciplinary, with three main emphases:
machine learning, complex systems, and computational systems biology. Dr. Azevedo has over 200 scientific publications
about protein structures, computer models of complex systems, and simulations of protein systems. These workers have
over 7300 citations on the Web of Science (h-index: 48. m-quotient: 1.7), +7800 citations in Scopus (h-index? 50), and
+9700 citations on Gooale Scholar (h-index: 53).
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https://www.rcsb.org/structure/2A4L
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006435557
https://github.com/azevedolab/
https://github.com/azevedolab/
https://www.webofscience.com/wos/author/record/581112
https://pdb101.rcsb.org/motm/motm-by-category
https://pdb101.rcsb.org/motm/29
https://pdb101.rcsb.org/motm/29
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https://azevedolab.net/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Azevedo+WF+Jr+or+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+de+azevedo+wf+OR+filgueira+de+azevedo+w+OR+azevedo+junior+wf+or+ivan+al+NOT+Cavalcanti+AL+NOT+de+Godoy+JM+not+Medeiros+CC+not+Azevedo+LM+NOT+Abreu+Junior+GF+NOT+Mathias+LADST+or+azevedo+w+not+%22azevedo+ws%22+not+%22azevedo+wta%22+not+%22Mathias+LADST%22+not+%22de+Azevedo+WM%22+not+%22azevedo+wt%22+not+%22Silva-Filho+A%22+not+%22Medeiros+CC%22+not+%22Azevedo+LM%22+not+%22+Matsouka+P%22+not+%22Almeida+Junior+HJ%22+not+%22de+Godoy+JM%22+not+%22+Abreu+MH%22+not+%22Azevedo+WM%22+not+%22Azevedo+WR%22+not+%22Azevedo+ES%22+not+%22pereira+PEA%22+not+%22Feitoza+CC%22+not+%22Campanini+MZ%22&sort=pubdate&size=50
https://www.rcsb.org/structure/2A4L
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006435557
https://github.com/azevedolab/
https://github.com/azevedolab/
https://www.webofscience.com/wos/author/record/581112
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