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NnNi1.Du ViU

Proteinas sdo biomoléculas poliméricas lineares. Portanto, uma proteina globular possui. em
principio, um numero astronomico de configuragdes possiveis. Contudo, para que seja funcional.
ela precisa encontrar uma particular conformagio espacial que é unica ¢ estavel --sua estrutura
nativa, ¢ o faz por meio de um processo que custa um tempo relativamente pequeno. O tempo
caracteristico de folding varia, dependendo da proteina, de micro segundos (10s) até horas (10 s).
Este processo ¢ comumente denominado folding protéico.

Neste trabalho estudamos o processo de folding de proteina por meio de um modelo
simplificado do sistema composto proteina-solvente. O sistema ¢ representado por uma cadeia
linear composta por 35 unidades poliméricas envolvida por mais de doze mil moléculas de solvente.
Todas as particulas, tanto do solvente como as unidades da cadeia, tém o mesmo tamanho. A
evolugdo configuracional do sistema ¢ determinada por meio de simulagdo Monte Carlo.

Os ingredientes basicos empregados no presente modelo para o estudo do mecanismo do
Jolding sdo: (i)- especificidade estérica que no presente estagio do modelo ¢ reduzidas a restri¢do de
esferas rigidas (impedimento de sobreposi¢do entre particulas), e (i/)- forga entropica (efeito
hidrofobico) determinada pelos atributos hidrofobicos (H) e polares (P) da seqiiéncia de
aminoacidos da proteina alvo; esta forga exerce agdo direta entre mondémeros da proteina ¢ as
moléculas do solvente ao seu redor. Entre as proteinas analisadas neste trabalho, num total de 27, ha
proteinas de mamiferos: rato (trés), porco (uma), ser humano (trés); de escorpides, aranhas,
tarantula e anémona (onze); gafanhoto (duas); arroz (uma): folha de vegetal (uma):; fermento (uma);
do virus HIV (duas); proteina desenhada (uma); proteina com seqiiéncia sintética ndo biologica
(uma).

Neste trabalho, comparar adequadamente estruturas espaciais ¢ de fundamental
importancia; em particular comparar estruturas moleculares de resolugdo espacial muito diferente.
Assim, foi idealizada ¢ aplicada uma ferramenta denominada aqui por fungdo discrepdncia
configuracional, para se estimar semelhangas e diferengas estruturais entre duas configuragdes
quaisquer.

Somente com o emprego do potencial de esferas rigidas para o sistema cadeia-solvente,
mostramos que o acesso a estrutura nativa de qualquer uma das estruturas consideradas pode ser
feito num tempo relativamente pequeno ¢ independente dos padrdes estruturais (globular ou hélice)
da proteina. Este fato sugere que os relativamente poucos folds apresentados pelas estruturas nativas
das proteinas naturais conhecidas, sdo de fato padrOes estruturais que correspondem as
conformagdes mais provaveis de uma cadeia livre de restrigdes energéticas (random coil) embebida
no solvente.

Na ultima etapa deste trabalho mostramos que o potencial hidrofébico ¢ eficaz para
direcionar a cadeia para configuragdes vizinhas da estrutura nativa da proteina da qual extraimos a
correta seqiiéncia HP utilizada no modelo. Além disso, verificamos que este potencial consegue
discernir esta proteina das demais proteinas globulares. Contudo tal potencial ndo fornece a cadeia
protéica a necessaria estabilidade energética.

Os resultados aqui apresentados sugerem que 0 mecanismo para acesso a estrutura nativa e
os condicionantes da estabilidade da cadeia nesta estrutura constituem problemas independentes.
Somente na estrutura nativa todos os fatores sdo alinhados no sentido de conferir estabilidade ao
globulo protéico. A busca pelo estado nativo € dirigida essencialmente pelo potencial hidrofobico
que mantém o globulo significantemente maleavel. Assim, longe da estrutura nativa a cadeia
peptidica seria mais livre energeticamente, podendo visitar configuragdes que lembram as
configuragdes random coil de uma cadeia imersa no solvente. Mas uma vez atingida a estrutura
nativa, ¢ somente nela, todos os fatores se alinham no sentido de conferir estabilidade ao globulo.
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ABSTRACT

Proteins are linear polymeric biomolecules. Therefore, a globular protein has, in
principle, an astronomic number of possible configurations. However, in order to function
properly it must to find an unique specific stable conformation --its native structure, and
does it through a process that takes a relatively small amount of time. The characteristic
folding time changes, depending on the particular protein, from microseconds (10 s) to
hours (10™ s). This process is known as protein folding.

In this work the protein folding process is studied through a composed protein-
solvent simplified model. The system is represented by a 35-mer linear chain immerse in
more than twelve thousand solvent molecules. All particles, solvent molecules and chain
unites, are of the same size. The configurational evolution is determined by the Metropolis
Monte Carlo simulation method.

The basic model ingredients employed in the present model are: (i)- steric
specificity, which for the present model is reduced only to hard-core constraints (no particle
overlap); and (ii)- entropic force (hydrophobic effect), which is determined by the
aminoacid hydrophobic (H) and polar (P) attributes of the target protein; this force acts
directly among the protein units and the surrounding solvent molecules. Among the twenty
seven proteins analyzed in this work, three are from rats; one from pig; three from humans;
eleven from scorpions, spider, tarantula and anemone; two from schistocerca gregaria, one
from rice; one from vegetable leaves; one from ferment; two from HIV virus; one designed
protein; and, finally, one defined by a non biological synthetic sequence.

For the present work, to be able to do proper comparison between spacial structures
is fundamental; particularly for molecular structures described by distinct spacial
resolution. Therefore, it was conceived and applied a special tool, denominated here as
configurational discrepancy function, in order to evaluate similarities and differences
between any two configurations.

Using only hard sphere potential we were able to show that the access to native
structure of all protein considered here was realized in a relatively small time window,
independently of the structural patterns of the proteins (a helices, B sheets, etc.). This fact
suggests that the relatively small set of folds presented by the structures of the known
globular proteins are, indeed, structural patters corresponding to those more probable
conformations of an energetically free chain (random coil) immersed into the solvent.

It was also shown that the hydrophobic potential is efficient to direct the chain to the
configurational neighboring of the native structure of the protein from which the correct HP
attribute was used in the chain model. Additionally it was verified that this potential is able
to discern each particular globular protein from the others one. However, this potential can
not provide to the chain the necessary protein stability.

Finally, the results as a whole suggest that the mechanism to access the native
structure and the determinants of the chain stability in the native structure constitute
independent problems. Only in the native structure all the factors are aligned in order to
provide stability to the protein globule. The search for the native structure is driven
essentially by the hydrophobic potential which keeps the chain malleable. Therefore, far
way from the native structure, the chain is energetically free to visit configurations that
remind random coil configurations of a chain immersed in the solvent. But, once in the
native structure, and only in it, all the factors align up in the sense to provide stability to the
globule.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

a, B letras Gregas alfa e beta, utilizadas nas estrutura secundarias o-hélice e folhas 8
€ letra Grega epsilon; maxima separagdo entre as superficie de dois residuos
conectados na cadeia

e.g. do Latin exempli gratia (ou, por exemplo)

et al. abreviagdo do Latin de er alii (masculino), et aliae (feminino), and et alia (neutro)
indicando genericamente "e outras pessoas"

5, A letra Grega delta miniscula e maiuscula, representando variagdo, respectivamente
em & / (elongagdes de hélices quadradas), dmax (amplitude maxima de movimentos) e AD
(fungdo discrepancia configuracional).

AG, AH e AS representando, respectivamente mudangas na energia livre, entalpia e
entropia

An variagdo do nimero de particulas constituintes

D Diametro das esferas representativas do solvente e dos aminoacidos ao longo da
cadeia, cujo valor é D = £hc

d. Distancia predefinida de corte

Distancia ponta a ponta

Energia configuracional da cadeia

letra Grega gamma, nivel hidrofobico

letra Grega eta, nimero de contatos topologico

Constante de Boltzmann

lado da caixa cubica contendo o sistema cadeia-solvente
letra Grega mu; para potencial quimico

Numero moléculas do solvente quimicamente ligada a cadeia

letras Gregas, respectivamente phi e psi,ambas empregada para angulos de tor¢ado
letra Grega, phi maitsculo; energia livre
peso estatistico
P Pressdo
“PDB” iniciais do Inglés Protein Data Bank (ou, Banco de dados de proteinas)
PMC iniciais de Passo Monte Carlo, unidade de tempo
p letra Grega rho; fragdo volumétrica de ocupagdo do sistema proteina-solvente
Rg Raio de gira¢do
RMSD iniciais do Inglés Root of Mean Square Deviation (ou, raiz do desvio quadratico médio)
RMN iniciais de Ressonancia Magnética Nuclear
PAT respectivamente tempo e temperatura absoluta
T(A—B) probabilidade de transi¢ao de uma configuragdo A para B
v, Volume da cadeia

letra Grega upsilon; em v;; representa-se o nimero de residuos ao longo da cadeia
entre os residuos / e j em contato topologico
letra Grega chi; ordem de contato
Z Fung@o parti¢do do sistema proteina-solvente
3D tridimensional
© simbolo para “infinito”.
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CAPITULO 1
A Biomolécula Proteina e seu processo de Folding

Este trabalho se dedica exclusivamente ao estudo da biomolécula proteina, e por
isso estas serdo descritas neste Capitulo, desde seus constituintes mais basicos, atomos e
aminoacidos, até as estruturas que as compdem. Em particular, sera dada especial énfase ao
fato de que esta biomolécula, a partir unicamente da informag@o contida na sua seqiiéncia
de aminoacidos alcanga a sua conformacdo tridimensional precisa, através de um processo
conhecido por folding' protéico. Tal processo é decisivo para o surgimento e manutengo
da proteina, assim como para esta exercer adequadamente sua fungdo biologica num
determinado organismo.

Apesar de toda a complexidade dos diversos organismos vivos da natureza e de suas
partes basicas, como as células, ha caracteristicas comuns a todos, como a utilizagdo de
energia em seus processos vitais e o emprego de biomoléculas similares, como as proteinas
(Figura 1). Ademais, admite-se que de alguma forma todos os fendmenos envolvidos nos
processos vitais ndo contrariam leis da fisica e quimica.

Moléculas de Agua, HO  “v Y
Ligagdes de Coordenagio
hidrogr}niq ; 'S
Y
AN

A

ys

“f Ponte dissulfeto
" Cys

I x

Figura | - As leis da Fisica representadas aqui pelas diversas forgas, de natureza eletromagnética, estabilizam
a forma tridimensional correta (ou forma nativa) das proteinas, sendo estas:

(/) Ligagocs de hidrogénio do csquclcto protcico, envolvendo os grupos CO ¢ NH; nas cadcias latcrais cntre
quaisquer doadores ¢ aceptores de ligagoes de hidrogénio; (if) Ligagoes de hidrogénio entre grupos polares ¢ 0
solvente (4gua); (iif) Forgas entropicas envolvendo grupos apolares da proteina ¢ dgua (Rocha, L. F. O. et al.
(2004)); (iv) Forgas clctrostaticas, entre grupos carregados da proteina; (v) Ligagdes quimicas cruzadas:
Pontes dissulfeto entre residuos de Cisteinas, Cys; Coordenagio por ion metalico, envolvendo ligagGes entre
cadeias laterais e eventuais ion metalico; (vi) interagdo do tipo esfera rigida (representado pela interagdo
repulsiva de van der Waals) presente por todo o sistema.

Obs.: Maiorcs informagdcs scrio fornccidas nas scgdcs 1.4 ¢ 1.5 adiante.

" Otermo Folding, grafado em Inglés e em italico, sera preferido no contexto deste trabalho, pois ainda néo ha
a uma tradugao definitiva para o mesmo.
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Para o seu adequado funcionamento, biomoléculas precisam adotar certas
conformagdes especificas. Em muitas delas, o tempo de vida destas conformagdes deve
durar somente uma fragdo infima de tempo, mas em outras, como as proteinas globulares,
sua estrutura nativa pode perdurar por horas, ou dias, ou muito mais tempo, dependendo de
sua fungao.

As proteinas sdo formadas por um repertorio diversificado de aminoacidos, ricos em
atomos de carbono, e com diferentes propriedades fisicas e quimicas. Os vinte aminoacidos
padrdes (ou naturais) apresentam diferentes tamanhos e formas, distintas polarizagdes
elétricas e diferentes afinidades pelo solvente, agua. Tais aminoacidos juntos e numa
sequéncia especifica (estrutura primaria), contém a informagdo basica necessaria para
conduzir a cadeia protéica a estrutura nativa e final, a partir de sua formagédo no ribossomo
(Figura 2).

a) proteina desenovelada b) proteina nativa (ou cnovelada)
—_Cadecia Proteica

“~Moléculas
do solvente
Figura 2 - Representagio esquemitica do sistema proteina-solvente, com a proteina nas formas (a) desenovelada ¢
(b) nativa - A forma nativa ¢ unica. porém nio rigidamente estitica no transcorrer da existéncia da proteina, pois na
torma nativa ha um delicado equilibrio entre rigidez ¢ flexibilidade conformacional, para que a proteina possa
exercer sua fungdo.
O problema do folding proteico consiste em predizer a estrutura nativa. a partir de sua seqiiéncia de aminoacidos.

O processo de folding protéico € espontaneo, isto €, ndo requer necessariamente o
auxilio de maquinaria biologica (pelo menos para muitas proteinas pequenas), e €
marginalmente estavel, pois para proteinas tipicas a energia livre entre os estados
desenovelado e nativo é muito pequena, correspondendo a algumas poucas ligagdes de
hidrogénio (itens (7) e (if) na legenda da Figura 1).

1.1 Hipdteses basicas do processo de folding

De forma geral, o processo de folding que ocorre em um sistema proteina globular-
solvente envolve multiplos ingredientes. O fendmeno se processa sob pardmetros fisico-
quimicos intensivos especificos, que definem a condigéo fisiologica; abrange diversos tipos
de interagdes energéticas, envolve um rico repertorio de especificidades estéricas e, in vivo,
pode contar também com o subsidio de outras moléculas biologicas.

Mas ha proteinas de todo tipo: diversos tamanhos, desde algumas poucas dezenas de
aminoacidos até milhares deles, diversas topologias estruturais, e diferentes predominios de
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interagdes energéticas. Por exemplo, ha proteinas que apresentam pontes dissulfeto e outras
ndo; assim como proteinas em que ndo ha pontes salinas. Inclusive, para sistemas cadeia-
solvente especiais, tem sido demonstrado que mesmo as ligagdes de hidrogénio sdo
dispensaveis para o processo de folding (Nelson , J. C. et al. (1997)) .

Contudo, dois destes ingredientes sao ubiquos: a interagdo hidrofobica e as
especificidades estéricas dos aminoacidos. Sdo fatores comuns a todas as proteinas,
pequenas ou grandes; globulares, fibrosas ou de membrana. Portanto € razoavel supor que
estes sejam os principais ingredientes que governam o processo do folding das proteinas.

Assim, neste trabalho, as seguintes premissas sao admitidas:

1)- As instrugdes que finalmente determinam a estrutura nativa de uma
proteina estdo codificadas pela seqiiéncia dos aminoacidos de sua
cadeia peptidica.

2)- O processo de folding € governado fundamentalmente pelas
interagdes do tipo hidrofobicas que se estabelecem entre o meio
solvente (agua) e os aminoacidos constituintes da cadeia protéica
(Dill, K. A. et al. (1995); Daune, M. (1999)); e pelas especificidades
estéricas dos aminoacidos distribuidos ao longo da cadeia protéica.

3)- O fenémeno do folding é um processo de busca pela estrutura nativa
que independe dos condicionantes da estabilidade estrutural do
estado nativo; somente quando a cadeia alcanga a estrutura nativa a
interagdo reciproca entre as especificidades estéricas e as interagdes
energéticas disponiveis maximizam o balango entre as interagdes
intra-cadeia e cadeia-solvente, a favor da maior estabilidade do
estado nativo(Rocha, L. F. O. et al. (1996); Tarragé, M. E. P. et al.
(2003); Rocha, L. F. O. et al. (2004)).

Estas premissas constituem as hipoteses fundamentais deste trabalho, as quais
deverdo ser confirmadas pelos experimentos computacionais desenvolvidos neste trabalho.

1.2 Dos atomos as biomoléculas

Como a matéria viva adquiriu sua constitui¢@o atual € um dos grandes desafios para
a imaginagdo humana. A teoria cosmologica mais aceita atualmente sobre a origem do
universo, que teria sido originado ao redor de 1,5x10'" anos atras (segundo cientistas da
Nasa 1,37x10' anos), é a do Big Bang® (Morris, R. (1999)); segundo tal teoria, 0 proprio
espago € criado por uma enorme explosdo que deu origem ao universo (Figura 3a). A

2 Ha trés principais provas para a teoria do Big Bang:
1?) Universo em expanséao, pela observagéo de galédxias distantes e seus aglomerados; 2?) Radiagdo césmica
de fundo (microondas), constituida por ondas de radio curtas que chegam a Terra com mesma intensidade
proveniente de todas as diregdes, numa temperatura de 2,726 K, atualmente; 3?) As quantidades de Deutério
(o isétopo pesado do hidrogénio) e Hélio existentes hoje, se formaram dos prétons e néutrons do Universo
primitivo, e ndo nas estrelas, pois no Deutério as forgas fracas entre seu préton e néutron se romperiam nas
altas temperaturas das estrelas, ja o Hélio produzido, por reagdes nucleares nas estrelas, quando muito
chegariam a 15% da quantidade existente hoje.
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matéria (que inicialmente estava numa temperatura altissima) langada pelo Big Bang
iniciou um processo de resfriamento, além disso, desde o inicio ela preenchia
uniformemente todo o espago.

Tal evolugdo do universo é bem compreendida a partir de 1 segundo, ou um pouco
antes, da grande explosdo (Weinberg, S. (1993)) até o periodo atual, sendo tal
compreensdo baseada em conhecimentos, como (i) os da Fisica Nuclear sobre as reagdes
ocorridas no interior de estrelas; (i) as observagdes astrondmicas sobre a evolugdo de
estrelas em diversos estagios de existéncia, desde as novas (centenas de milhares de anos),
as de meia idade (como o Sol, com 0,50x10" anos), as antigas (com 2% a 3% de Hélio
(He) a mais que o do Sol) e as ja inexistentes e ainda contempladas atualmente apenas por
seu calor residual.

Espalhados por este universo recém criado (Figura 3b) haviam fétons (luz), elétrons
e protons, particulas o (nucleos de He), poucos nucleos de déuterons (nucleos de deutérios)
e vestigios de outros nucleos (de outros tipos de He e Li (Litio)) e talvez particulas como o
neutrino (Penrose, R. (2001)).

Com a reducdo da temperatura do Universo (Figura 3c) os elétrons livres, que
formavam uma densa neblina, juntaram-se as particulas nucleares (prétons e néutrons)
formando os primeiros atomos, os mais simples, como o Hidrogénio (H), Hélio e vestigio
de Litio. Estes atomos simples originaram os outros atomos mais pesados por: (a) reagdes
termonucleares no interior das estrelas; (b) explosdes de supernovas; (¢) a¢ao dos raios
cosmicos fora das estrelas. Particularmente os isotopos dos atomos de importancia
biologica, no caso o Carbono (C), Nitrogénio (N), Oxigénio (O), Fésforo (P) e Enxofre (S),
possuem nucleos estaveis.

Principalmente os protons e elétrons se combinaram para formar o gas difuso
(Figura 3d), que se distribuiu de alguma forma irregular para constituir as galaxias com
suas estrelas. A existéncia de nuvens de gases (basicamente de H e He), ligeiramente mais
densas que a média do Universo, propiciou a formacdo de galaxias, pois as forgas
gravitacionais faziam com que tais nuvens se contraissem, se tornando ainda mais densas,
por milhdes de anos, até o ponto de ser contra balanceada pela for¢a centrifuga da rotagao
da nuvem. Uma variagio na densidade das nuvens de gas de uma parte em 10° seria
suficiente para produzir as galaxias e seus aglomerados.

As nuvens de gases e poeira interestrelar maior que a média no interior das galaxias
se contrairam formando as estrelas.

A datag@o radioativa de elementos instaveis indica que o planeta Terra surgiu ao
redor de 0,45x10'° anos atras, provavelmente teve sua atmosfera primitiva constituida por
compostos simples, como H;Ojiquida e vapor, H2, CHs, NH3, H,S, CO e CO,. Na década de 30,
independentemente, A. 1. Oparin e J. B. S. Haldane propuseram que os primeiros
compostos organicos (ou compostos de Carbono), como as biomoléculas simples, se
formaram a partir de reagdes entre as moléculas da atmosfera primitiva terrestre submetida
a descargas elétricas atmosféricas ou pela radiag@o ultravioleta solar (Figura 3¢). Na década
de 50, experimentalmente, S. Miller e H. Urey (Miller, S. J. & Orgel, L. E. (1974))
mostraram que os compostos da atmosfera primitiva da Terra podiam reagir abioticamente
(ou na auséncia de vida) entre si originando inclusive componentes de proteinas,
particularmente os aminoacidos Glicina e Alanina, respectivamente nas proporgdes de 2,1%
e 1,7%, apenas inferiores ao acido formico, 4%, e o acido glicélico, 1,9%.

A pronta formag@o de aminoacidos em condigdes abidticas, como demonstrada no
experimento de Miller-Urey, ao contrario dos nucleotideos (formados com maiores
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dificuldades) é uma das fortes evidéncias da importancia das proteinas (no caso,
proteindides, com propriedades comparaveis de proteinas reais, e com agregados formados
nos oceanos, ou em suas margens, na Terra primitiva) para o surgimento da vida (Cairns-
Smith, A. G. (1985)). Tais agregados de proteindides juntamente com outras biomoléculas
formadas abioticamente formariam protocélulas, precursoras das células verdadeiras;
modelos de protocélulas tém sido obtidos por varios pesquisadores (Campbell, M. K.,
Capitulo 1, pg. 37-45 (2000)). A mais antiga evidéncia de vida na Terra ¢ de um
microfossil, com 0,35x10'" anos, de uma célula de bactéria filamentosa.

Nossos resultados com um sistema cadeia-solvente, no qual somente o efeito de
volume excluido € considerado, evidenciam que mesmo num intervalo de tempo
relativamente pequeno, por busca aleatoria, € possivel acessar a estrutura nativa de todas as
proteinas consideradas neste trabalho (Capitulo 3). Tais resultados podem contribuir para
um melhor entendimento da teoria do surgimento da vida a partir de proteinoides e também
com o processo de folding protéico, realizado no ambiente celular, merecendo tais
suposigdes estudos adicionais de nossa parte.

Os eventos descritos até aqui, desde o surgimento do Universo até a formagéo das
primeiras biomoléculas, sdo resumidamente descritos na Figura 3.
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Figura 3 - Cronologia dos principas eventos, desde a criagdo do Universo, ate a formagdo das biomoléculas,
sendo estes:

a) Atc cereade 1 segundo (15) apos a eriagio. as desericoes sobre o Universo sao puramente teoricas (Guth, A
(1998)). mas a partir de 15, bascados emevidéncias (observagoes ¢ ou medidas ). conheecemos o que aconteceu,
b) O Universo de 1s a 3 minutos de idade: a temperatura do Universo com idade de 1s era quase 10" K. mas
esiriou rapidamente, atd que com a idade de 3 minutos as reagoes nucleares ndo podiam mais ecorrer, a partir dai
o Universo sunplesmente estiiou ¢ expandiu.

¢) DY Antes de 03010 anos, na densa neblina de clétrons Hivies os raios luminosos ndo s¢ propagavam, pot serem
absorvides ou espalhados pelos elétrons: 2) Apos 0.30x 107 anos o universo atinge cerea de 3.0, 10°K os elétrons
passam a formar atomos simples ¢ a luz (radiagio cosmica de fundo) pode entio se propagar

dy Irregularidades na distribuicio das nuvens de gds ¢ com o tipo adequado de concentracao de gravidade teve
inicio a constituigdo das galaxias ¢ estrelas.

e) Na atmostera primitiva da Terra, provavelmente a partir de precurseres simples. como 1,0, 1, CO, ¢ N

comegou a sintese das primerras bromoléculas simples seguida pelas bromoléeulas mais complexas.
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Topico como o surgimento e evolugdo do Universo ocupam varios ramos cientificos
e constituem grandes mistérios a serem desvendados. Em geral sdo de natureza
interdisciplinar e ainda sem respostas satisfatorias e portanto deverdo serdo abordados pelos
cientistas do século 21 (Science (2005)); dentre estes, sdo destacadas as questdes:
- De que o Universo é feito?
- Como e onde a vida na Terra surgiu?
- O nosso € o unico Universo?
- O que causou a inflagdo do cosmos?
- Quando e como as primeiras estrelas e galaxias se formaram?
- De onde vém os raios cosmicos de energia ultra-alta?
- Como os planetas se formam?

Sao questdes gerais, mas ha grandes desafios de toda ordem (Science (2005)), como
de topicos intimamente relacionados ao tema do atual trabalho, como:
- Qual € a estrutura da agua?
- Qual € a origem da homoquiralidade na natureza?
- Quantas proteinas ha nos seres humanos?
- Podemos prever como proteinas se enovelam?

As células atuais sao montadas a partir de biomoléculas poliméricas (Nelson, D. L.
& Cox, M. M. (2002)): as proteinas, acidos nucléicos e carboidratos. Nas biomoléculas a
tetravaléncia do carbono exerce uma fungdo importante, pois este atomo pode formar
diferentes ligagdes com outros atomos, inclusive de carbono, originando diferentes tipos de
unidades poliméricas, como os aminoacidos, nucleotideos e monossacarideos.

Estas unidades se combinam por polimerizagdo (com perda de agua) para formar
macromoléculas. Os aminoacidos formando as proteinas, os nucleotideos formando os
acidos nucléicos (DNA e RNA) e os monossacarideos formando os carboidratos. Ha ainda
um quarto componente celular ndo polimérico, os lipideos, contudo estes, como as outras
trés, também se agregam para desempenhar suas fungdes numa ampla variedade estrutural.

1.3 As Biomoléculas nao protéicas

Nos Carboidratos, diferentemente dos acidos nucléicos e proteinas, a cadeia
polimérica ndo carrega nenhuma informagado genética e ndo acarreta efeitos importantes nas
propriedades do polimero. Contudo a diversidade estrutural das unidades poliméricas nos
carboidratos € fundamental para suas fungdes biologicas. Ja os Lipideos devido a sua
constituigdo predominantemente hidrofobica tendem a se agrupar formando membranas,
por exemplo.

1.3.1 Carboidratos

Carboidratos ou sacarideos (do Grego, sakcharon, agicar) sdo as mais abundantes
biomoléculas. Desempenham varios papéis: atuam como fonte de energia; sdo
fundamentais para processos que ocorrem na superficie da célula, como nas interagdes
célula-célula e no reconhecimento molecular nos sistemas de imunidade; sdo também
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componentes estruturais em varias classes de organismos, como em muitos vegetais e nas
paredes celulares de bactérias. Os carboidratos mais simples sdo os monossacarideos (como
a D-Glicose, e podem ser aldose ou cetose), os quais podem ser unidos entre si por ligagao
glicosidica, com perda de uma molécula de agua, para formar oligossacarideos (como 0s
dissacarideos sacarose, lactose e maltose) e polissacarideos (como a celulose, quintina,
amido e glicogénio). Estes ultimos tendem a ser muito heterogéneos, em tamanho e
composi¢do, pois ndo sdo construidos de acordo com um molde genético, como os acidos
nucléicos e as proteinas.

Os carboidratos também sd@o constituintes de proteinas denominadas glicoproteinas,
tendo estas um contetido variavel de carboidratos, desde menos que 1% a mais de 90% em
peso. As glicoproteinas também exercem diversas fungdes especificas, como as demais
proteinas.

1.3.2 Acidos nucléicos

As unidades basicas dos acidos nucléicos sdo os nucleotideos, sendo estes
constituidos por uma base nitrogenada ou nucleobases (podendo ser pirimidina (Citosina,
Timina e Uracila) e purinas (Adenina e Guanina)), um agucar (desoxirribose e ribose,
respectivamente no DNA e RNA) e um grupo fosfato. Além das cinco bases nitrogenadas,
existem outras “ndo usuais”, de ocorréncias menos comuns, como a Hipoxantina, N°-
Dimetiladenina, 5-Metilcitosina, 5,6-Diidrouracila, Inosina. Tais bases sio encontradas,
mas nao exclusivamente, no RNA de transferéncia. ’

Os acidos nucléicos, DNA e RNA (iniciais, em Inglés, para respectivamente Acido
DesorriboNucléico e Acido RiboNucléico), sdo constituidos por nucleotideos unidos por
ligagdo fosfodiéster, formando um esqueleto de agucar-fosfato no polinucleotideo, com as
nucleobases unidas ao agucar deste esqueleto por ligagdo glicosidica. A seqiiéncia de bases
nitrogenadas contem a informagdo genética, e a seqiiéncia dos agicares e fosfatos tem uma

fungdo estrutural formando o esqueleto do polinucleotideo, originando assim uma estrutura
regular na forma de dupla hélice para a molécula de DNA, mantidas por ligagdes de
hidrogénio. O conhecimento da estrutura dos acidos nucléicos permitiu a elucidagdo do
codigo genético e o entendimento dos mecanismos de transmissdo da informagdo genética
das células mdo para as células filhas e a sintese de proteinas.

1.3.3 Lipideos

Os Lipideos (do Grego /ipos, gordura) s3o constituidos por compostos similares
estruturalmente, com predominancia de grupamentos apolares (ou hidrofobicos), por isso
poucos soluveis em agua e soluveis em solventes organicos, como cloroférmio, acetona,
metanol, éter. Os lipideos podem ser classificados em dois tipos, no primeiro ha compostos
de cadeias abertas, com cabegas polares e longas caudas apolares, como é o caso dos acidos
graxos, triacilglicerdis (conhecido como gordura e antigo triglicerideos), fosfoacilglicerdis
(ou fosfolipideos), esfingolipideos e os glicolipideos (compostos formados por um
carboidrato unido por ligagdo glicosidica a um grupamento alcool de um lipideo). No
segundo tipo de lipideos ha compostos de cadeia ciclica (com varios anéis fechados), como
os esteroides (e.g., o colesterol). Os lipideos formam as membranas celulares de
organismos, horménios esterdides, acidos biliares e armazenam energia.

As membranas celulares (ou membranas plasmaticas) tém componentes lipidicos
(em bicamada) e protéicos, sendo a interagdo entre dois componentes determinantes da
funcdo destas membranas, a saber, (/) para a separagdo entre interior e exterior da célula;
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(i) transporte de substancias especificas para dentro e fora da célula; (7ii) catalise feita por
enzimas (tipo particular de proteina) ligadas a membrana; (iv) ligagdo de substancias
biologicamente importantes a proteinas receptoras na membrana. O arranjo em bicamada €
mantido por interagdes ndo covalentes, como a for¢a de van der Waals e interagdes
hidrofobicas, estando a cabega polar em contato com o interior e exterior aquoso da célula,
e a cauda apolar no interior da membrana.

A existéncia de membranas biologicas separando o interior e exterior celular, €
fundamental para o desenvolvimento das células vivas, pois permitiu um contato mais
proximo entre moléculas codificadoras (acidos nucléicos) e cataliticas (proteinas) e sendo
isoladas as células puderam competir e desenvolver-se no processo natural de selegdo. Uma
das teorias recente da origem da vida, a teoria de dupla-origem, tem procurado separar tal
origem por: a) um desenvolvimento de catalise, feita pelo surgimento de agregados de
moléculas capazes de catalisar reagdes; ) um sistema codificador, baseado em acidos
nucléicos; e a combinagdo destes dois processos teria originado a vida como a conhecemos
hoje. Tem sido mostrado, em peptideos isolados (Lee, D. et al. (1996)), que € possivel a
codificacdo e catalise ser executada tanto por peptideos, quanto por DNA.

1.4 Aminoacidos: Os mondmeros das proteinas

As unidades basicas, ou mondémeros, das proteinas (do Grego, proteios, primario)
sdo os aminoacidos, num total de 20 tipos, os quais sdo normalmente encontrados nas
proteinas. Os aminoacidos comuns (conhecidos como a-aminoacidos) tém em sua estrutura
(Figura 4a) um grupo amina e um grupo carboxila, ambos ligados a um atomo de carbono,
denominado carbono a; estando tal atomo ainda ligado a um hidrogénio e a uma cadeia
lateral (representada pelo grupo R), diferente para cada um dos aminoacidos padrdes. Os 20
aminoacidos possuem distintas propriedades fisicas e quimicas, isso leva, em parte, as
proteinas a ndo apresentarem estruturas regulares e uniformes, como as ja descritas para os
acidos nucléicos.

Os aminoacidos sdo “objetos” quirais, por ndo poderem ser sobrepostos as suas
imagens especulares, como o que ocorre com as maos esquerda e direita. Nos aminoacidos
(a excegdo da Glicina que € ndo quiral, devido seu grupo R ser um hidrogénio), o carbono o
€ um centro quiral ou assimétrico, com 4 diferentes grupos ligados a ele, originando
estereoisomeros nas formas “L” e “D” (iniciais das palavras em Latin, respectivamente
Laevus (que esta do lado esquerdo) e Dexter (que esta do lado direito)), cujas imagens
especulares ndo se sobrepdem. Nas proteinas sdo encontrados somente aminoacidos na
forma L (homoquiralidade), por exemplo, L-Alanina.

Além de quirais os aminoacidos sdo anféteros, pois podem agir como acidos ou
como bases, ja que seus grupos amino e carboxilico prontamente se ionizam, nunca
assumindo a forma neutra em solugdo aquosa. Para os aminoacidos com cadeia lateral
ionizavel ha trés grupos acidos base. Estes grupos ionizaveis sdo medidos por valores de
pK (Voet, D. et al., Capitulo 4, pg. 79-85 (2002)), podendo estes serem influenciados por
grupos vizinhos e alterados quando o aminoacido estiver numa cadeia polipeptidea.

Dentre os critérios utilizados para classificar os aminoacidos, se destacam as
polaridades de suas cadeias laterais (Figura 4b). Alguns aminoacidos tém suas cadeias
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laterais apolares, sdo eles a Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina,
Triptofano e a Metionina, sendo estes aminoacidos geralmente encontrados no interior
protéico, afastado do ambiente aquoso, devido ao efeito hidrofobico (Capitulo 4).

Outros aminoacidos possuem cadeias laterais polares eletricamente neutras, em pH
fisiologico; sdo eles a Glicina, Serina, Treonina, Tirosina, Cisteina, Glutamina e a
Asparagina. Alguns destes aminoacidos podem estar preferencialmente no interior € outros
na superficie da proteina. Por fim ha aminoacidos com cadeias laterais polares carregadas,
podendo tais cadeias conter grupos acidos ou basicos; no primeiro caso tém-se os acidos
Glutamico (ou Glutamato) e Aspartico (ou Aspartato) e no segundo a Histidina, Lisina e
Arginina, tais aminoacidos geralmente preferem o contato com o solvente aquoso, assim
ficando na superficie externa da proteina.

a) ) ( '|- d s .___..:_'___'.-, e — :“:."_"_‘

g vt TN

7.4)

ligados ao Carbono alta, C,.. hi 0 grupo amino protonado (H.N " ).0 grupo carboxilico desprotonado (COO’), um hidrogénio
cumacadeia lateral (ou grupo R), cujas estruturas sio bastante variadas quante as formas ¢ tamanhos,

b) Para o grupo R de cada aminodcido consta sua estrutura ¢ seu nome ¢ entre parénteses seu codigo de trés ¢ uma letras.
Alguns aminoacidos possuem cadetas laterais apolares (cujos nomes ¢stdo em verde), em outros estas sdo polares ndo
carregadas (nomes em azul) ¢ em outros estas sdo polares carregadas (nomes em laranja). Para todos os residuos foram
utilizadas as mesmas escalas de cores para cada tipo de atomo na base desta figura.

Obs. - Os tnidngulos pontilhadoes ¢ sélidos (Figura 4a) representam, respectivamente, Hgagoes entrande ¢ saindo do plano
da folha de papel: na Figura 4b. tal convengio ¢ adotada para varetas, com ponlas grossas ¢ linas, unindo dtomos, sendo
varctas brancas ¢ cinzas representando, respectivamente, as ligagoes simples ¢ duplas.

- A prelina ndo ¢ um g-aminodacido, pois tem um grupo amino secundirio (-N1H-)ao invés de -NH, (Figura 4b).
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Quanto a polaridade, ¢ comum classificar (Capitulo 4), mais resumidamente ainda,
os aminoacidos, apenas em apolares (ou hidrofobicos) e polares (ou hidrofilicos).

Além dos 20 aminoacidos citados anteriormente (Figura 4b), existem outros
aminoacidos “incomuns”, que ocorrem em algumas proteinas, e sdo derivados dos
aminoacidos em mudangas apOs a proteina ter sido sintetizada (em alteragdes pos-
tradugdo); como € o caso da hidroxiprolina e a hidroxilisina (encontradas em algumas
proteinas do tecido conjuntivo, como o colageno) e a tiroxina (achada somente na glandula
tireoide, na proteina tiroglobulina).

O grupo carboxila de um aminoéacido pode reagir com o grupo amina de outro
aminoacido, formando uma ligagio amida e eliminando uma molécula de agua,
constituindo-se assim uma ligagdo peptidica entre aminoacidos, neste caso os dois
aminoacidos foram polimerizados para formar um dipeptideo. Quando o processo de
polimerizagdo é progressivo formam-se tripeptideo (Figura 5a). Proteinas pequenas (Voet,
D. et al., Capitulo 5, pg. 95 (2002)) sdao também denominadas por oligopeptideos. Os
atomos que participam das ligagdes peptidicas, descartadas as cadeias laterais (Figura 4b),
constituem o esqueleto (backbone ou cadeia principal) de uma proteina.

1.5 Proteinas

Nos organismos biologicos ha milhares de diferentes tipos de proteinas responsaveis
por uma enormidade de fungdes, como catalise, transporte de moléculas, energia, regulagdo
e papéis estruturais, dentre outras. Historicamente, anteriores aos métodos de determinagé@o
de estruturas, as proteinas foram classificadas em fibrosas e globulares, dependendo de suas
morfologias gerais. As proteinas fibrosas assumem estruturas alongadas e sdo insoluveis
em agua, geralmente desempenhando nos organismos fungdes protetoras, conectivas ou de
suporte. Entre estas proteinas tem-se: a queratina (componentes de cabelos, chifres, unhas e
penas), fibroina da seda (utilizada por insetos e aracnideos para produzir varias sedas) € o
colageno (a proteina mais abundante nos vertebrados, sendo o principal componente de
pele, tenddes, ossos, dentes, cartilagem e vasos sanguineos).

As maiorias das proteinas sdo globulares, sendo estas soluveis em agua e
apresentando estruturas compactas em forma aproximadamente esférica, com grandes
variedades e combinag¢des de elementos estruturais secundarios (como a-hélices, folhas )
e terciarios, podendo estes elementos estarem dispostos espacialmente de maneira bastante
complexa.

Além dos dois tipos de proteinas, ha as de membrana, que também ocorrem numa
enorme variedade de formas e tamanhos e de acordo com a interagdo com a membrana,
estas proteinas podendo ser integrais ou intrinsicas (fortemente ligadas as membranas e
para serem separadas, rompem com a membrana), periféricas ou extrinsicas (também
ligadas as membranas, mas podem ser separadas destas, mantendo a membrana intacta) e as
ligadas a lipideos. Assim estas proteinas se localizam na membrana celular ¢ mediam trocas
de moléculas e informagdes através da fronteira celular.

Devido a movimentagdo na posi¢dio de um par de elétrons do grupo peptidico, a
ligagdo peptidica, no esqueleto protéico, apresenta-se como uma estrutura de ressonancia
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hibrida (Figura 5b), tendo um carater parcial (ao redor de 40%) de dupla ligagdao, em
decorréncia disto o grupo peptidico, que forma a unido de dois aminoacidos, tem uma
estrutura planar rigida (Figura Sc). :

a) ) €)

)

(
A
|

| (_____(1 () ‘ ; '. )/

> N \ -\

() | ( \ »C :
ol 5 Y . \

N
CN N

N . b

| Girupo [\cptidiuu planar

y 7N ] Restduo C-rermmal ou carboxi-terminal .
Residu ermanal ou ¢ { (& l;‘[.llh‘ amida)

> | (com grupo carboxila livre)

; ! L leu
A ER (P ptichc: as”

Residuo N-termunal ou amimo-terminal (7
{com grupo amina livre) ¢ R iy

Figura 5 - a) Formagao de tripeptideo (constituido por trés residuos) mnuhnmm*.m de duas moléculadeaguae
formagdo de duas ligagoes peptidicas (C-N): by A ligagdo peptidica ¢ uma estrutura hibrida de estruturas de
ressonancia; ¢) Grupo peptidico rigido ¢ planar, sendo que a conformagao planar maximiza as sobreposigoes
que por sua vez respondem pelangidez do grupo peptidico.

Obs. - Nanomenclatura de proteinas. tem-se primeiro o residuo N terminal e por 0ltimo o residuo C terminal.

- O termo “residuo™ de aminodcido se refere a um aminodcido sem um Hidrogénio ¢/ou um grupo hidroxila.

O esqueleto de uma proteina pode ser descrito como uma seqiéncia de grupos
peptidicos rigidos e planares, nio havendo rotagdo significativa em torno da ligagdo
peptidica e nota-se rotagdes razoavelmente livres em torno das ligagdes que envolvem o
atomo de carbono-alfa, em C,-N (medida pelo angulo ¢) e C,-C (medida pelo angulo ).
Portanto cada configuragdo® do esqueleto pode ser descrita pela especificagio dos angulos
¢ e y, denominados angulos de torg¢do (ou angulos diedrais, ou angulos de rotag@o, ou ainda
angulos de Ramachandran, em homenagem a G.N.Ramachandran que sistematizou a
representagdo configuracional por tais angulos). Muitas das rotagdes nas ligagdes Co-N (¢)
e Cu-C (y) podem causar interferéncia estérica, com colisdo e sobreposi¢do entre atomos
em diferentes residuos de aminoacidos (Fitzkee, N. C. & Rose, G. D. (2004)). Os valores
estericamente permitidos dos angulos de tor¢do ¢ e y indicam quais conformagdes da
cadeia polipeptidica sdo permitidas e podem ser resumidos num diagrama, o denominado
diagrama de Ramachandran (Figura 6).

' As variagbes das estruturas 3D das biomoléculas sdo descritas em termos de configuragdes e
conformacgdes, tendo estes dois termos diferentes significados (Nelson, D. L. & Cox, M. M., Capitulo 3:
Biomoléculas 41-63 (2002)). Neste trabalho nos referimos a configuragdo, como um dos possiveis arranjos
espaciais da molécula. Por outro lado o termo conformagdo € utilizada para designar um conjunto de
configuragdes que conferem uma certa forma a cadeia.
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Orientagiio Cis: Atomos A ¢ D estio do mesmo Lado de B-C
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¢ (graus) (i Racha)

Orientagdo Trans: Atomos A ¢ D estdo de Lados opostos de B-C L
Figura 6 - a) Esqueleto da cadeia polipeptidica visto como objetos (ou grupos peptidicos) planares unidos em

cantos opostos por dobradigas, girando ao redor de €, eriando conlormagoces tridimensionais, como a-helices.
Abaixo sdo destacados, pelo angulodetorgdo "y, para um sistema genericoABCD (L e.g. C CNC ), as orienlagoes
cis (y =0 rad) ¢ trans (y =+ rad). sendo que os grupos peptidicos (Figura 5¢) quase sempre adotam a orientagio
trans, mais estavel queacis.

b) Mapa de Ramachandran com valores de ¢, y - Os contornos ¢m cores delimitam regioes para todos os residuos,
exeeto a Gly ¢ Pro: emregides completamente permitidas, em azul, ¢ as parcialmente permitidas, em vermetho; jaa
regido branca ¢ decorrente de contlitos estéricos em muilas das combinagdes entre ¢ ¢ w  ndo verilicadas em
proteinas. Sdo destacadas os dngulos de torgdes de virias estruturas secundarias,

Obs. - A onentagio ou conformacao cis ¢ menos estavel (~ 8 kl‘mol) do que a trans, devido a interferéneia espacial
entre cadeias laterais de residuos vizinhos, mas a Prelina, nas proteinas, tem ~10% de orientag¢do cis.

- O mapa de Ramachandran foi publicado em 1963, quando nenhuma estrutura de proteina havia sidoresolvida.

- Os grupos R (Figura4b) sio representados. no item *a™, por esteras com cores purpura e branca.

As combinagdes dos grupos peptidicos planares e das rotagdes dadas pelos angulos
de torgdes ¢ e \, para cada residuo, tem importantes implicagdes para a maneira como
conformagdo do esqueleto de uma proteina se dobra e para seus niveis de complexidades
estruturais protéicos.

1.6 Niveis estruturais das proteinas

As proteinas, da mesma forma que outras moléculas poliméricas, como os acidos
nucléicos, podem ser analisadas em categorias estruturais, denominadas estruturas primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria.

1.6.1 Estrutura primaria

A estrutura primaria consiste simplesmente da ordem seqiiencial dos residuos de
aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica, o que confere o carater unidimensional a
cadeia polipeptidica. O conhecimento da estrutura primaria combinada com a localizagdo
das pontes dissulfeto (ou ligagdo entre residuos de Cisteinas), se tais pontes existirem,
fornecem a estrutura covalente completa da proteina.
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As combinagdes dos 20 tipos de aminoacidos fornecem 20" possiveis seqiiéncias
para uma proteina com N residuos, e.g., para N = 60 tem-se 20% = 1,2.107 (numero este
comparavel com a quantidade de atomos existentes no Universo, 9,0x10"%). Mas a natureza
produziu somente um pequeno numero destas cadeias, e.g, para N = 35, ha 27 proteinas.
Assim, dentre um numero astrondmico de estruturas, pouquissimas sdo capazes de
atividades bioldgicas, constituindo-se proteinas. Por outro lado a diversidade na quantidade
e tipo de residuos de aminoacidos conectados, nas seqiiéncias das proteinas, contribui para
que as proteinas assumam a grande diversidade de formas e fungdes biologicas.

A seqiiéncia de residuos de aminoacidos, num tempo limitado, determina como a
proteina se enovelara numa forma tridimensional correta e bem definida (nativa) e o
entendimento de como se da tal processo é denominado problema do folding de proteinas
(seg¢do 1.7).

1.6.2 Estrutura secundaria, supersecundaria € dominios

Os atomos formadores do esqueleto protéico (portanto desconsiderando a cadeia
lateral R) podem se acomodar, por meio das ligagdes de hidrogénio, em estruturas
denominadas secundarias regulares, como hélices, folhas pregueadas e as voltas; sendo as
mais importantes as a-hélices e folhas B (ou folhas B pregueadas), que sdo periddicas,
apresentando valores repetidos dos angulos de tor¢do ¢ e y (Figura 6b).

Na a-hélice ha pontes de hidrogénio, ao longo do eixo da hélice, entre os grupos
C=0 de um residuo 7/ ao grupo N-H do residuo i+4 (Figura 7a); cada volta da hélice tem 3,6

residuos por volta, numa distdncia (ou passo da hélice) de 5,4A. Na estrutura helicoidal os
atomos dos residuos / e i+4 podem estar alinhados, assim conferindo forga maxima as
pontes de hidrogénio lineares, dai a grande estabilidade nestas estruturas. Os atomos das
cadeias laterais projetam-se para fora da hélice, evitando assim interferéncia estérica, entre
si e os atomos do esqueleto polipeptidico aglutinados na parte central da hélice.

Nas folhas B (Figura 7b) o esqueleto polipeptidico encontra-se distendido, podendo
suas ligagdes de hidrogénio estar em diferentes partes do esqueleto de uma mesma cadeia
(ou intra cadeia) da proteina ou entre diferentes cadeias (inter cadeias), estando as cadeias

laterais se estendendo alternadamente para lados opostos, com distancias de 7,0A, entre
dois residuos. Se as cadeias ligadas por ligagdes de hidrogénio se estenderem nas mesmas
diregdes e sentidos (das extremidades N-terminal para C-terminal), entdo havera folhas 3
paralelas; mas se as cadeias estenderem em sentidos opostos, entdo as folhas [ serdo
antiparalelas. Em folha B paralela ha a necessidade de ligagdes cruzadas mais extensas,
entre suas fitas, e fora do plano das folhas B, enquanto a folha B antiparalela pode ser
conectada por apenas uma pequena alga.
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Figura 7 - As duas estruturas secundarias regulares proteicas mais importantes - a) a-hélice orientada a dircita; b)
tolhas [} pregucadas. Nas proteinas tais estruturas podem estar distorcidas das conformagdces ideais, mostradas
nesta figura, e.g. 1sto ocorre com [reqiicncia nos giros iniciais ¢ {inais de uma o-hélice.

As ligagoes de hidrogénio nas w=hélices sdo paralelas ds diregoes (de N para C terminal) da cadeia proteica ¢ ndo
perpendiculares a elas, como nas folhas 3.

Obs. - As conformagoes em tolhas B temaparéncia enrugada ou pregucada nas bordas, dai folhas [ pregucadas.

- As folhas 3 paralelas, comas ligagoes de hidrogénio mais distorcidas. sdo menos estaveis que as antiparalelas,

Em cadeias polipeptidicas muitas estruturas ao mudarem de sentido o fazem por
estruturas secundarias, denominadas voltas reversas (ou curvaturas f3), sendo que devido
impedimentos estéricos os residuos Gly e Pro costumam se acomodar mais adequadamente,
sendo mais comuns, nestas estruturas.

Muitas proteinas n3o possuem estruturas regulares, como hélices e folhas
pregueadas, dai tradicionalmente se utilizam os termos segmentos de estruturas aleatorias
ou enovelamento aleatorio (do Inglés random coil), contudo o termo “aleatorio(a)”, neste
contexto, parece ser € inadequado (Richards, F. M. (1992)), pois tais estruturas complexas,
além de exatas para a precisa fungdo da proteina, também tem a mesma conformagéo nativa
em diferentes moléculas de uma mesma proteina.

Neste trabalho (Capitulo 3) estaremos empregando o termo random coil para
estruturas aleatorias, geradas na simulagdo Monte Carlo, apenas com o impedimento
estérico (ou esfera rigida, representando a intera¢do repulsiva do potencial de van der
Waals) entre as unidades do sistema cadeia-solvente.

As folhas 3 e a-hélices podem ter uma ampla combinagido a medida que a cadeia
polipeptidica se dobra, produzindo varios tipos de estruturas supersecundarias (ou motivos),
como exemplo destas estruturas tem-se as unidades Bof3, na qual um segmento de a-hélice
conecta duas fitas de folhas B; numa unidade o ha duas a-hélices antiparalelas, com
interagdo energética entre as cadeias laterais de seus residuos. Ha outros arranjos, como o
meandro 3, constituido por fitas de folhas B antiparalelas conectadas por voltas reversas; e
arranjos em barril 3, e.g. formado por uma série de meandros B conectados, ou por
unidades Baf alternadas.
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As proteinas com mais de 200 residuos, geralmente se dobram em dois ou mais
aglomerados na forma de globulo, denominados dominios, conferindo a estas proteinas um
aspecto bi- ou multi-globular. Tais dominios sdo ligados por segmentos polipeptidicos,
conseqiientemente muitos se constituem unidades estruturais independentes, tendo
caracteristicas de proteinas globulares pequenas; além disso, geralmente possuindo fungdes
especificas, como a de ser local de ligagdo de moléculas pequenas nas proteinas. Devido a
tais caracteristicas, neste trabalho utilizamos oito proteinas (dentre 27) que sdo dominios e
as analisamos como as demais proteinas. Note que as estruturas de muitos dominios nem
sempre sdo facilmente identificadas devido os contatos entre si, tornando a aparéncia de
muitas proteinas, uma unidade globular Gnica.

Em sintese, as caracteristicas das estruturas secundarias sdo repeti¢des sistematicas
dos mesmos tipos de contatos entre as unidades da cadeia, criando padrdes estruturais
facilmente reconheciveis.

1.6.3 Estrutura terciaria

O arranjo de todos os atomos de uma proteina no espago tridimensional, incluindo
as posigdes dos atomos das cadeias laterais e de quaisquer grupos ndo padrdes (ndo
pertencentes aos 20 aminoacidos), bem como os dobramentos de elementos estruturais
secundarios, constituem as estruturas terciarias das proteinas. Detalhes de cerca de 35.000
destas estruturas, nos dias atuais - como as coordenadas de seus atomos - estdo contidos
num banco de dados, denominado “PDB” (iniciais do Inglés Protein Data Bank, Berman,
H.M. et al. (2000)).

A separagdo entre estruturas secundaria e terciaria das proteinas ndo sdo faceis de
serem feitas (Thornton, J. M. (1992)), pois o dobramento do esqueleto protéico (estrutura
secundaria) pode influenciar, e ser influenciado, pelas cadeias laterais (parte da estrutura
terciaria) dos residuos de aminoacidos.

A maneira como uma proteina se enovela para atingir sua conformagao nativa nao ¢

ainda conhecida. Tem sido considerado como impraticavel que a referida busca ocorra
aleatoriamente, dentro do vasto espago configuracional disponivel para a cadeia protéica,
como proposto originalmente por C. Levinthal (Levinthal, C. (1968)) e conhecido como
paradoxo de Levinthal, conforme evidenciado pelo seguinte raciocinio:
Seja uma proteina de N residuos, com apenas 2 valores de angulos de tor¢des ¢ e \, por
residuos; ha assim 2N angulos de tor¢des para a proteina. Se cada residuo tiver somente trés
configuragdes estaveis (desconsiderando as configuragdes das cadeias laterais, como
gauche’, trans e gauche”), entdo a proteina tera 3% ~ 10" estruturas possiveis. Caso cada
uma destas estruturas seja acessada num tempo minimo de 10™s (tempo em que as ligagdes
simples sdo reorientadas), entdo o tempo total 7, para uma proteina experimentar ao acaso
todas as estruturas possiveis, sera da ordem de 7 = 1ot

Por exemplo, para N = 35, tem-se 7 = 10% s, ou seja, mesmo para uma pequena
proteina, o tempo tipico de acesso a conformagio nativa seria superior a idade do Universo
(1,5 10" anos ou 4,?‘]0”5, Figura 3), contudo as proteinas se enovelam nas suas formas
funcionais nativas, numa escala temporal, geralmente entre lus (ou 10 segundo) até
algumas horas. Consequentemente, hoje é amplamente aceito que, de alguma forma, a
informag@o sobre como atingir rapidamente a estrutura nativa esta inerentemente contida na
estrutura primaria da proteina.
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1.6.4 Estrutura quaternaria

Muitas proteinas (geralmente com peso molecular acima de 100 kDaltons) possuem
multiplas cadeias polipeptidicas ou subunidades, idénticas ou diferentes, e em diferentes
quantidades. Utiliza-se o termo oligomero, quando uma proteina tem mais de uma
subunidade (particularmente quando ha duas, trés e quatro cadeias, tém-se,
respectivamente, dimero, trimero e tetrdmero). O arranjo espacial estavel destas
subunidades ¢ identificado por estrutura quaternaria das proteinas.

As subunidades podem interagir entre si por interagdes ndo covalentes, como
ligagdes de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas.

Quanto as forgas de ligagdes dos diferentes niveis estruturais das proteinas, tem-se
que: as estruturas primarias sao mantidas por interagdes covalentes entre os residuos de
aminoacidos, contudo as outras estruturas superiores, secundarias, terciarias e quaternarias
(Figura 8), sdo estabilizadas por interagdes nao covalentes, como as interagdes hidrofobicas
e ligagdes de hidrogénio e em particular nas terciarias, por pontes dissulfeto.

Estrutura Primaria Estrutura Tercidria  _indf
A N2 | B

Lo 1l Ll ll i
SOATEEURREOETOOERURAEHOAGDREURADDA0 a@ O
0| T

Estrutura Secundaria
a-helice | c-heélice 2

NN = AN

B-teerns 1 e 2 Y B-tterns 3 ¢4

Figura 8 - Hustragdo dos niveis estruturais protéicos, a partiv de uma das proteinas, Irh4, analisadas neste
trabalho - Estruturas primaria. sccundaria ¢ terciaria da 1rh4, sendo 1al proteina um tetramero (estrutura
quaternarial.

Obs. Na estrutura primaria da Irh4 os nomes dos residuos ¢ do heterogrupo [so-IsoLeucina (lily estio,
respechivamente num codigo de 1 e 3 letras.

As estruturas nativas das proteinas sdo estabilizadas pelo balango delicado de
diversas forgas de origem ndo covalentes, que as vezes s30 concorrentes e outras vezes
cooperativas entre si. Tais estruturas sdo, entdo, marginalmente estaveis, nas condigdes
fisiologicas.

1.7 Folding de proteinas: A sequéncia determina a estrutura nativa

Em principio, € tradicionalmente aceito que, sob condi¢des fisiologicas as
seqiiéncias de aminoacidos, de proteinas pequenas, contém toda a informagdo necessaria
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para especificar como a proteina se enovela e se mantém em sua forma nativa tnica para
exercer adequadamente sua fung@o biologica (Richards, F.M. (1991); Chan, H.S. & Dill,
K.A. (1993)). Esta acertiva tem sido corroborada por experimentos de mutagdo e
desnaturagdo-renaturagao.

1.7.1 Evidéncias da relag@o entre estruturas e fungdes nas proteinas

No caso de mutagdes de aminoacidos na estrutura primaria € estudado o efeito
provocado nas conformagdes nativas das proteinas. Verifica-se que dependendo da posigdo
na seqiiéncia e da natureza dos residuos substituidos, a mutag@o pode produzir desde efeitos
insignificantes até a perda total da fungdo da atividade da proteina. Um exemplo bem
conhecido € o caso da anemia falciforme, em que a hemoglobina passa a ter, na posigdo
seis, o acido Glutamico substituindo a Valina, em ambas as cadeias B, de sua estrutura
quaternaria, levando a agregacdo da hemoglobina e as hemacias a se deformarem na forma
de foice, que da o nome a doenga.

Ha outras centenas de formas mutantes conhecidas, devido a substitui¢do de apenas
um residuo nas seqiiéncias das proteinas (Goldenberg, D. P. (1992)). Mutagdes em geral,
podem aumentar ou reduzir as condigdes de seu organismo portador se adaptar ao meio
constituindo-se tal fato a esséncia da evolugdo darwiniana.

Nos experimentos de desnaturagdo-renaturagdo, empregam-se diversos agentes
desnaturantes, como variagdo de temperatura, detergentes e reagentes (e.g. uréia) para
alterar as interagdes fracas estabilizantes da estrutura nativa (Figura 1) e assim facilmente
desnaturando a proteina. Sob condigdes experimentais adequadas, algumas proteinas,
recobram (renaturag@o) sua forma tridimensional correta, sendo tal processo uma forte
evidéncia da relagdo direta entre a estrutura primaria e as for¢as determinantes da estrutura
nativa. '

Ja na década de 50, C. Anfisen utilizando a proteina ribonuclease A (RNase A), de
124 residuos de aminoacidos e com quatro pontes dissulfeto (formandas por oito cisteinas)
mostrou que tal proteina podia ser completamente desnaturada e depois renaturada
recuperando sua fungdo. A ribonuclease A foi desnaturada, por redugdo dos grupos
sulfidrilas SH das cisteinas, assim rompendo com as pontes dissulfeto pela agdo conjunta
de 8 Molar de uréia e do agente redutor 23-mercaptoetanol.

Na forma desnaturada os oito residuos de cisteinas podem se ligar de 105 (ou 7!!)
maneiras diferentes, porém somente uma destas combinagdes conduz as quatro pontes
dissulfeto corretas. Tal fato acontece, quando os desnaturantes uréia e o 3-mercaptoetanol
sao removidos, por dialise; em seguida a proteina € exposta a solugdo de O, em pH 8,
oxidando os grupos SH, que passam a formar as pontes dissulfeto corretas, assim
renaturando de forma espontanea a ribonuclease A, que passa a ter sua atividade enzimatica
recuperada. Em nosso atual trabalho ha algumas proteinas, que como a ribonuclease,
possuem 8 residuos de cisteinas, formando 4 pontes dissulfeto.

Proteinas alteradas por mutagdo e experimentos de desnaturagdo-renaturagao, assim
como comparagdes configuracionais entre estruturas protéicas (Capitulo 2), oferecem uma
oportunidade para analisar a relagdo entre suas estruturas e fun¢des protéicas. No caso das
comparagdes configuracionais, realizada por meio de métodos computacionais, podem-se,
entre outros estudos, observar similaridades entre estruturas nativas; assim revelando
detalhes sobre o folding e fungdes biologicas das proteinas e também o parentesco
evolutivo das proteinas e os organismos que as geraram, desde milhdes de anos atras até os
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dias atuais (Holm, L. & Sander, C. (1996)), como parece ser o caso do citocromo ¢
(proteina responsavel pelo transporte de elétrons), Voet, D. et al. pg. 146-147 (2002).

1.7.2 Modelos para o processo de Folding

O mecanismo envolvido no processo de folding protéico, pode ser expresso por
diversos modelos genéricos (Baldwin, R. L. (1994); Mirny, L. & Shakhnovich, E. (2001);
Dill, K. A. et al. (1995)) que procuram estabelecer os mecanismos basicos do processo.
Néao ha, atualmente, uma unificagdo destes modelos, pois o processo esta sujeito a
particularidades das sequiéncias das proteinas, ou seja, de diferentes forgas que podem
originar mecanismos distintos para dirigir as proteinas a suas formas nativas. Dentre tais
modelos citamos:

- Modelo framework: As interagdes locais (ou entre residuos proximos na seqiiéncia das
proteinas) interagem formando estruturas secundarias (hélices e furns), precocemente no
processo de folding, que se juntam, por aglomeragdo, para determinar a estrutura nativa
protéica.

- Modelo de colisdo-difusdo: As micro estruturas (ou micro dominios, constituido por
segmentos continuos de residuos) se formam rapida e independentemente e as colisGes e
difusdo destas estruturas, ddo origem a subestruturas maiores (como estruturas secundarias
parciais), que por uma ou varias trajetorias iniciais direcionam a estrutura nativa. O
enovelamento por colisdo-difusdo é similar ao enovelamento no modelo framework.

- Modelo do colapso: Interagdes hidrofobicas (Baldwin, R. L. (2002)) entre residuos
distantes, ao longo da cadeia protéica, conduzem a um rapido colapso da cadeia (com a
formagdo de um globulo hidrofébico), que pode preceder ou ocorrer concomitantemente
com a formagdo de estruturas secundarias, e ambos levam ao estado nativo. As interagdes
hidrofobicas sdo consideradas um dos principais fatores determinantes do processo de
folding.

- Modelo de nucleagdo (Daggett, V. & Fersht, A. R. (2003)): Baseado principalmente na
cinética do enovelamento em dois estados, desenovelado e enovelado (Baldwin, R. L. &
Rose, G. D. (1999)). As conformagdes na regido de transi¢ado, destes dois estados, € o limiar
entre o espago conformacional multidimensional do folding e a base de atragdo para a
estrutura nativa, formada por configuragdes concorrentes a um rapido enovelamento. O
estado parcialmente enovelado, precedendo a forma nativa, denominado nucleo do
enovelamento, € estabilizado por intera¢Ges terciarias (estado molten globule ou globulo
fundido), podendo conter elementos de estrutura secundaria, e por meio de um processo
cooperativo se chega a forma nativa.

Ha outros modelos propostos para o processo de folding protéico, como o
enovelamento hierarquico (Srinivasan, R. & Rose, G. D. (1995)) e o do funil (Onuchic,
J.N. et al. (1995)).

Para analisarmos questdes, como a compacta¢do da cadeia protéica, empregamos
um modelo simples, por simulagdo computacional, que trata o solvente de forma explicita.

1.7.3 Modelo simplificado para o sistema proteina-solvente

A simulag@o do sistema proteina-solvente conduzida neste trabalho, se da no espago
continuo (ou fora de uma rede de Bravais), com a cadeia protéica representada
topologicamente, por um “colar de pérolas”, com 35 residuos representados por esferas
rigidas de didmetro D e conectadas aos seus vizinhos por cordas idealmente flexiveis de
comprimento definido. As moléculas do solvente, num total de 12.565, também sdo
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representadas por “esferas” rigidas de diametro D. Detalhes e especificagdes do modelo sdo
providos no Capitulo 3.

Para caracterizar grandezas relacionadas a atividade conformacional global das
cadeias do modelo face as proteinas reais, geralmente sdo utilizadas a distancia ponta a
ponta, Dy(distancia euclidiana entre os centros de massas do primeiro e ultimo
monomeros) e o raio de gira¢do, Rc, ja que ambas grandezas estdo relacionadas com a
forma e o tamanho destas cadeias (Doi, M. (1996)). Para uma cadeia de N mondmeros, 0
raio de gira¢do € definido como a raiz quadrada da média, do quadrado, das distancias, d;,
entre o /-€simo mondmero (ou centro de massa de um conjunto de atomos) e o centro de
massa da cadeia em uma configurag@o particular a. Considerando monémeros de mesma

massa tem-se que:
L ¥ FE =k 2 1
G.a _dea.r ou Ga — N2 Z Zdﬂ',:,j ( )
i=1 i=j+1 j=1
Para uma cadeia com N mondmeros, tém-se que quanto mais compactas, menores
sao seus valores de Rgq, assim como quanto mais distendidas, maiores sdo seus valores de
RG.u-

N N-1

Experimentalmente, devido a intensidade de espalhamento de Raio X ser medida
em fung¢do de Kg,, este € mais conveniente para expressar a dimensdo de uma cadeia
polimérica por Rgq do que D, também teoricamente o emprego de Rgo € mais
conveniente, pois ao invés de se utilizar apenas uma distancia, como em Dy, tém-se todas
as M distancias (ndo repetidas) entre pares de mondmeros / € j, numa combinagio simples,
dada por

N
M_(ZJ (2)

, para N = 35 e ndo excluindo vizinho entre os mondmeros, havera um total de 595
distancias (ou 35! /(33 ! 2!)) intra cadeia para Rg .

Para as demais grandezas, empregadas nos proximos Capitulos - a saber, fungdo
discrepancia configuracional (Capitulos 2, 3 e 4), ordens de contato (Capitulo 3) e variagdo
de vizinhos dos mondmeros na cadeia polimérica (Capitulo 4) - serdo excluidos dois
vizinhos ao longo da cadeia, assim M = 528 e quando os mondmeros estiverem distancias
abaixo de um valor predefinido 4 (Figura 1, Capitulo 3) estes estardo em contatos
topologicos, sendo considerados vizinhos topologicos.

Quanto as proteinas reais, utilizadas neste trabalho, estas sdo simplificamente
representadas apenas pelas coordenadas dos centros de massas de seus residuos de
aminoacidos (Figura 9).
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Figura 9 - Representagdo esquematica da estrutura nativa da proteina 1sk, a nivel dtomico ¢ pelos centro de massa
de scus residuos - (a) A Tisk ¢ mostrada na forma de =S com sua cadeia principal representada apenas por um
circulo branco, €, ¢ nas cadeias laterais ha os atomos de cada residuo (Figura 4b). a menos dos Hidrogénios: (b)
As proteinas, nos proximos trés Capitulos, serio representadas apenas pelas coordenadas dos centros de massas de
cada um de seus residuos,

A seguir discorremos sucintamente sobre os proximos Capitulos deste trabalho.
Alias todos os resultados mostrados nestes Capitulos foram obtidos a partir de programas

desenvolvidos por nos e codificados em FORTRAN.

1.8 Sumario do conteudo dos préximos Capitulos

No Capitulo 2 introduzimos o ferramental técnico para nosso estudo do processo de
Jolding, especificamente para tratar da comparagao entre estruturas, de proteinas. De fato
este assunto trata de um problema desafiador e atual, mas ja com significativos progressos
realizados nas ultimas décadas, feito pelo emprego de varios métodos computacionais, em
diferentes aplicagdes, como a de quantificar semelhangas e dessemelhancgas estruturais. A
comparagdo de estruturas protéicas (e/ou seus agrupamentos) por similaridade é também
um dos topicos importantes e atuais nas descobertas e desenvolvimento de novas drogas e
outras pesquisas biomédicas.

Aqui definiremos e proporemos uma grandeza, a denominada fungao discrepdncia
configuracional, para a comparagao estrutural. Tal fung@o sera aplicada na quantificagdo de
(des)semelhanga entre estruturas idealizadas e entre estruturas de proteinas reais. Esta
fungdo, por ser simples conceitualmente, automatica e rapida de ser estimada, além de geral
quanto as sua aplicag@o, se torna adequada e conveniente para as comparagdes estruturais
realizadas neste e nos proximos dois capitulos deste trabalho, principalmente para comparar
estruturas de proteinas reais com configuragGes e conformagdes resultantes de modelos
com pouca resolugdo espacial, como € 0 nosso caso.

No Capitulo 3 o sistema cadeia protéica em solugdo aquosa sera abordado por um
modelo simplificado (simulagdo Monte Carlo), com resolu¢do em nivel de residuos, e sua
apresentagao sera considerada em duas etapas. Na primeira etapa € realizada a
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parametrizagdo da cadeia protéica do modelo, considerando os potenciais de interagido de
esfera rigida, e potencial hidrofébico. Tal parametrizagdo consiste em se determinar o valor
da temperatura mais adequada para representar o processo de folding e a distancia maxima
adequada entre os monomeros ao longo da cadeia (Rocha, L.F.O. et al. (2004)).

Na segunda etapa sera utilizado somente o potencial de esfera rigida (o que no
nosso caso corresponde a temperatura infinita) e serdo geradas configuragdes aleatorias
(random coil) e caracterizadas quanto a compactagdo e contatos entre seus residuos; a
novidade aqui é a representagdo explicita do solvente. Em seguida sio “medidas” as
semelhangas destas com configuragdes “alvos”, escolhidas a priori, tanto configuragdes da
cadeia do modelo quanto das proteinas reais. Os resultados desta segunda etapa mostram
que (na resolugdo em nivel de residuo) certas estruturas pertencentes ao conjunto das
configuragdes random coil apresentam especificidades configuracionais muito similares
aquelas das estruturas nativas de proteinas reais. Esta constata¢do, de certa forma, esta em
harmonia com nossa hipotese de trabalho, a saber: no problema do folding de
macromoléculas, o mecanismo de acesso a configuragio nativa ndo envolve
necessariamente os requisitos de estabilidade da estrutura nativa, podendo assim, o
mecanismo de acesso e estabilidade, serem tratados independentemente.

Adicionalmente, a classificagdo do tamanho dos residuos em apenas dois grupos,
em residuos “pequenos” e “grandes” e a sua distribui¢do ao longo da seqiiéncia das
proteinas reais, fornece importantes insights para o entendimento da ocorréncia da
semelhanga entre estruturas de proteinas reais e estruturas random coil.

No Capitulo 4, utilizamos o potencial hidrofobico para o sistema proteina-solvente
do modelo, baseados principalmente em evidéncias teoricas (Miyazawa, S. & Jernigan, R.
L. (1996)) e experimentais (Kamtekar, S. et al. (1993)) que tém mostrado ser a forca
hidrofobica (ou entropica) a principal for¢a responsavel por guiar o processo de folding
protéico. Tal forga reflete a tendéncia de alguns aminoacidos em se aglutinar, reduzindo
assim a exposigdo total da superficie hidrofobica ao solvente. Este efeito acaba por induzir
a proteina a uma forma compacta, com um nucleo hidrofobico. Neste caso os 20
aminoacidos padrdes, de acordo com a afinidade por agua, podem ser qualitativamente
classificados em hidrofobicos (H) e polares (P).

Aqui atentaremos a aspectos essenciais do efeito hidrofobico, através de (i)
incorporar nos mondmeros da cadeia protéica, do modelo, os padrdes H ou P da seqiiéncia
de proteinas globulares reais; (i) as moléculas do solvente sdo incluidas explicitamente,
para que o efeito hidrofobico “puro” surja naturalmente da interagdo mondmero-solvente.
Nosso principal objetivo é avaliar em que extensdo o padrdao HP da seqiiéncia de uma
proteina esta relacionado com sua correspondente conformagdo nativa. Nossa hipotese é
que tal padrdao HP, desde o inicio do processo de folding, induz a proteina através de bem
sucedidas trajetorias configuracionais, conduzindo a cadeia a sua conformagdo nativa tnica
e biologicamente ativa.

Por fim, no Capitulo 5 sintetizamos as principais conclusdes do presente trabalho.

As proteinas utilizadas neste trabalho, num total de 27, independentes de seus tipos
(fibrosas, globulares ou de membrana), tém em comum o mesmo nimero de aminoacidos,
sendo suas informagdes, retiradas do “PDB”. Tais proteinas, ordenadas segundo seus raios
de giragdo em ordem crescente, juntamente com demais detalhes de suas sequiéncias e
conformagao nativa sao fornecidos num Apéndice, apos o Capitulo 5.
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Comparagoes configuracionais: a fungao discrepancia

No mundo macroscopico conseguimos, principalmente pelo sentido da visdo,
perceber razoavelmente as semelhangas, diferengas e complementaridade entre objetos, o
que pode ser vantajoso em inumeras situagdes cotidianas, além de uteis em atividades de
lazer e em varias areas cientificas e tecnologicas em geral. J& a comparagdo entre
configuragdes pode ser bastante dificultada, pois, por exemplo, precisa-se quantificar
numericamente as semelhangas e diferengas entre as estruturas comparadas de forma muito
rapida e consistente. Assim empregam-se alguns recursos para esta tarefa que pode variar
enormemente dependendo da precisdo almejada, daquilo que sera medido e os objetivos a
serem alcangados com a medida.

2.1 Comparagao estrutural

O problema da comparag@o estrutural, vem de longa data. Ja4 na década de 60,
Perutz, M. F. et al. (1960), por meio de alinhamento estrutural, tornou possivel verificar
similaridades estruturais entre duas proteinas diferentes, a saber, hemoglobina e
mioglobina. A comparagdo entre estruturas tem contribuido muito para o atual
entendimento da relagdo entre a estrutura e a fungéo das proteinas.

A partir da comparagio entre configuragoes de proteinas pode-se, por exemplo: (/)
determinar similaridades, diferengas e complementaridades entre elas, contribuindo assim
para o entendimento do relacionamento entre estas proteinas; (i7) ajudar a identificar
dominios e similaridades estruturais em proteinas sem identidades significativas nas
seqiiéncias; (/i) medir proximidades funcionais entre proteinas, devido a dependéncia de
suas fungdes com suas estruturas; (iv) procurar por estruturas similares a estrutura de uma
nova proteina depositada no “PDB”, a partir de outras estruturas conhecidas, ajudando
assim a entender o papel biologico da nova proteina desconhecida; (v) organizar o crescente
numero de milhares de formas assumidas pelas estruturas de proteinas depositadas no
“PDB”, possibilitando a identificagdo de novos tipos de arquiteturas e relacionamentos
evolutivo entre estas proteinas; (vi) contribuir para o entendimento do processo de folding
que ocorre espontaneamente nos organismos biologicos.

Ha diversos métodos para comparagdo de estruturas protéicas (Figura 1), mas ndo
ha como dizer qual seja o0 mais seguro e adequado para tal fim, pois cada medida se baseia
numa concepgdo particular de similaridade estrutural, com o emprego de diferentes
estratégias algoritmicas (Koehl, P. (2001) ; Kolodny, R. et al. (2005) ; Ye, Y. & Godzik,
A. (2004)). Uma maneira tradicional de verificar aspectos equivalentes entre duas
configuragdes € a inspegdo visual destas configuragdes tentando sobrepd-las, normalmente
com o auxilio da minimizagdo de alguma grandeza, como o RMSD (iniciais do Inglés Root
of Mean Square Deviations, Koehl, P. (2001)), ou com diferengas entre angulos diedrais ou
de valéncias, entre os mesmos pares de pontos correspondentes nas duas configuragoes.
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Desta forma, pode-se comparar estruturas como um todo, ou por segmentos destas.
Contudo a comparagdo visual pode apresentar inconvenientes, como as de projetar num
plano (bidimensional) configura¢des tridimensionais, além de as vezes ndo ser possivel
identificar semelhangas em algumas estruturas, por estas estarem, de uma forma complexa,
por exemplo, giradas umas em relagdo as outras. Outro exemplo € ilustrado pelo caso de
alguns segmentos de residuos em estruturas secundarias, tipo loop e turn, que podem
dificultar a identificag@o visual de configuragdes parecidas. Por visualizagdo direta, também
nao € possivel identificar configuragdes que podem ser estruturalmente bastante diferentes,
como pode ser o caso das configuragdes cujas distancias pequenas sdo deslocadas em
relagdo aos mesmos pares de distancias em outras proteinas.

; \
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(1) Diferengas entre Angulos dicdrais (2) Sobreposigio de Mapas de contatos (3) Programagio dindmica

< 15

Figura I - Hustracdo de alguns métodos para se obter a melhor correspondéncia estrutural possivel (alinhamento
estrutural) entre proteinas, sendo estes bascados em propriedades geometricas do conjuntos de pontos
(coordenadas de dtomos ou residuos) nestas estruturas,

(1) Dilerenga entre cada par de angulos diedrais entre duas estruturas A ¢ B ( "‘q, - h:;} : "\_,n - “1;1 ). Srinivasan, R. &
Rose. G. D. (1985). Na Figura acima sdo mostrados dois valores dos angulos diedrais, ¢ ¢ w, de uma estrutura
proteica hipotética, c.g. A,

(2) Sobreposi¢do (ou alinhamento) entre mapas de contatos das estruturas A ¢ B, Pelta, D ctal (20053, O mapa

de contato acima (da proteina Hsk . n 4)) ¢ a representagdo de todos os contatos (pontos em vermelho) ¢ em ndo
contatos (em branco) de uma estrutura. Cada par de residuos (dado por seus centros de massas), ndo consecutivos
(c.g.excluindoicomst et 2), estardoem contato, quando suas distancias cuclidianas forem inferiores a uma

distancia limiar, no caso 6,5 A.

(3) Atraves de uma fungdo de pontuagio de similaridade (como S, Taylor, W.R. & Orengo, C. A, (19806))
compara-se as respectivas matrizes distancias interatomicas "d: : ‘“;:.’-_:l nas cstruturas ou subestruturas A e B
tentando minimizar suas distancias intermoleculares, ¢ portanto maximar S, . dai a notagdo maxi...} em S,. Na
Figuraacima ha a representagido de uma estrutura hipotetica A, de tamanho NV, com distineias interatomicas "'u‘,,,
Obs. Na fungdo S,. tem-s¢ a. b como duas constantes ¢ o as distdncia entre os atomos 7 ¢com os / na estrutura A
acima. Ha outras expressoes alternativas para 8.

A comparagdo entre duas estruturas pode ser reformulada, de forma geral, por meio
do problema de comparar dois conjuntos quaisquer de pontos dispostos no espago
tridimensional (3D), como a comparagdo entre estruturas idealizadas (se¢do 2.3 abaixo).
Contudo, geralmente a comparagdo configuracional € feita para casos particulares, como 0s
realizados na segdo 2.4 deste Capitulo.

No geral ha trés classes de comparagdes configuracionais. Na primeira classe sao feitas
comparagdes entre conformagdes obtidas experimentalmente da mesma proteina, e.g., por
diferentes resultados de cristalografia de Raio X, ou entre as diversas estruturas obtidas por
espectroscopia RMN, como ilustrado na segdo 2.4, deste Capitulo. Na segunda classe ha o
confronto entre configuragdes obtidas experimentalmente com as obtidas por modelos
(geradas por simulagdo computacional, como pelo método Monte Carlo), como aplicado no
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Capitulo 3. A terceira classe refere-se a comparagdes estruturais realizadas numa estrutura
por vez (Jacobs, D.J. et al. (2001)), especificamente para averiguar segmentos (ou regides)
flexiveis e rigidos numa dada proteina.

Particularmente nos métodos tradicionais, a realizagdo de comparagdes
configuracionais entre proteinas e modelos (2" classe acima), geradas numa simulagdo
computacional, quase sempre, requerem as seguintes condigdes:

- As estruturas comparadas devem estar na mesma escala, isto é com os mesmos tamanhos
de suas unidades (a nivel de residuo ou nivel atdmico), angulos e comprimentos de ligagdes
entre as unidades.

- Na simulagdo, geralmente utiliza-se um potencial para proporcionar estabilidade as
estruturas geradas e que adicionalmente consiga deixa-las com alta freqiiéncia proxima da
configuragdo nativa da proteina simulada, geralmente indicada por grandezas, como o
RMSD.

Em muitas simula¢des empregam-se potenciais estatisticos extraidos de proteinas reais
conhecidas (Thomas, P.D. & Dill, K.A. (1996)); em outras simulagdes com a cadeia
protéica representada com resolugdo atomica, empregam-se campos de forgas como
CHARMM (Brooks, B. R. et al. (1983)), AMBER (Gnanakaran, S. & Garcia, A. E.
(2003)).

Nas simula¢des Monte Carlo realizadas aqui com o modelo cadeia-solvente (Capitulo
3), as duas condi¢des citadas acima ndo sdo satisfeitas: Quanto a escala, sdo usados
mondmeros todos de mesmo tamanho e também ndo sdo utilizados os angulos e
comprimentos de liga¢des verificados nas proteinas; ja quanto ao potencial no presente caso
(Capitulo 3) somente o potencial de esfera rigida ¢ analisado. Apesar das limita¢des, estes
dois potenciais serdo utilizados para entendermos de forma gradual, progressiva e
separadamente, suas influéncias diretas no processo de folding protéico.

Devido as peculiaridades do modelo utilizado, torna-se inadequado o emprego dos
métodos tradicionais para comparagdes configuracionais. Por isso, a fung@o discrepancia,
representada por AD, foi introduzida para quantificar adequadamente, conforme nossas
necessidades, as diferengas entre duas configuragdes quaisquer. O valor de AD depende da
topologia configuracional das configurag¢des envolvidas, e este ponto € o centro das analises
que serao feitas neste Capitulo.

2.2 A fungao discrepancia configuracional: definicao

De forma geral, necessita-se fazer comparagdes entre quaisquer duas estruturas (ou
dois arranjos espaciais de mondmeros conectados), inclusive entre partes destas, mas para
isso as distancias (d’) entre os mondmeros em cada um dos casos devem ser
apropriadamente re-escaladas e normalizadas pela relagio

d (d' = d’mm) -’( (d 'max = dlmm) (l)
, onde d é a nova distancia normalizada, que varia no intervalo [0 — 1], € d’yin # dyax, 530,
respectivamente, as distancias minimas e maximas entre os pares de mondmeros
separadamente em cada uma das configuracdes a serem comparadas. No caso das
configuragdes protéicas e modelo (simulagdo) as distancias (d’) sdao medidas,
respectivamente entre os centros de massa de cada residuo de aminoacido e entre os centros
dos mondmeros esféricos.
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7y Escolha de duas configuragdes (ou estruturas)  2) Determinagio de todas as distincias, o, . entre os monomeros
AL BLcom A monomeros, a serem comparadas (1. 1) nas duas conliguragoes, climnados dois pares primeiros
vizinhos ao longo da cadeia, ou seja, n = 2 ¢ M = 528: scguida
Configutagio A Configuragio B pela normalizagdo das distincias, ¢ | (Equagdo 1),
O

J) Cdleulo da fungdo discrepancia AD (Lguagdo 5) entre | 43 {8\
- - . - . % K -
as conliguragdes A ¢ B, para todas as M distincias, dada por: AD (A, B) = — d -"d =]

Figura 2 - A comparacdo estrutural entre as configuragoes A ¢ B quaisquer ¢ dada pelo valor da fungio discrepiancia AD
(A, B). ou apenas AD. sendo esta uma grandeza global envolvendo duas conliguragdes, ¢ se utiliza de todas as M
distancias (ndo repetidas, &, = o ) entre pares de monomeros. Para o caleulo da fungdo AD (AL B) ¢ feito um
alinhamento estrutural das duas configuragoes nos procedimentos 1, 2 ¢ 3 acima.

Para quantificar semelhangas e dessemelhangas entre pares de estruturas, com a
fungdo discrepancia configuracional, AD, estas sdo organizadas em estrutura mais
alongadas e mais compactas, sendo estas: 1) configuragdes ideais: na forma de segmentos
de linhas retas e hélices; 2) configura¢des de proteinas: escolhidas do “PDB”. No capitulo
3, também com a fungdo AD, verificamos semelhangas entre configuragdes do modelo e
proteinas reais.

As semelhangas entre estruturas idealizadas podem ser bastante uteis no
entendimento de outras estruturas mais diretamente relacionadas com as proteinas, como as
hélices, ou ainda combinagdes diversificadas de estruturas secundarias, como hélices,
folhas, turns e loops em proteinas reais. Tais estruturas idealizadas s@o simplificadas na
forma de hélices triangulares e quadradas, e segmentos de linhas com dobras de diferentes
inclinagdes. As hélices triangular e quadrada tém essas denominagdes por possuirem,
respectivamente trés e quatro unidades por volta, sendo estes valores proximos aos 3,6
residuos por volta numa alfa-hélice.

2.3 Discrepancia cruzada entre estruturas idealizadas: semelhancas
entre uma estrutura retilinea com estruturas retilineas parcialmente
dobradas e estruturas helicoidais

A forma mais simples para dispor N monomeros, separados por distancias ndo
nulas, € numa estrutura retilinea, por isso tal estrutura sera tomada como referéncia para ser
comparada, através da fungdo discrepancia AD, com outras estruturas também idealizadas
(Figura 3), sendo estas ultimas retas inclinadas ao meio (inclinadas de um angulo fixo a
partir do 19" unidade), e helicoidais (nas formas triangular e quadrada). Para todas as
estruturas idealizadas foi mantida fixa a distdncia unitaria entre unidades consecutivas,
sendo todas as unidades pontuais.
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Apds normalizadas as distancias; para quantificar o quanto ocorrem convergéncia
entre duas configuragdes, utilizamos uma grandeza baseada em conceitos estatisticos.
Seja um par de mondmeros (i, j) numa configuragdo A e 0 mesmo par numa outra
configurag¢ao B. Entdo definimos

= |A B N
ADij=|"d, ,—d, ,|' )
,onde “d, ; e "d, , sdo, respectivamente, os valores medidos das distancias normalizadas

entre os monomeros i e j nas duas configuragdes e assim AD;; € a discrepancia entre estas
medidas. O expoente y foi adotado aqui como unitario (ou seja, Y = 1) para nao privilegiar
valores de distancias grandes ou pequenos de AD;.

Para uma seqiiéncia de N mondmeros, se forem excluidos os n pares primeiros
vizinhos, de cada mondémero ao longo da cadeia, teremos, M distancias (ndo repetidas)
entre pares de mondmeros, numa combinagio simples, dada por

- N-n
M—[ ) ] 3)

Assim, para N = 35, se ndo forem excluidos nenhum vizinho (7 = 0) havera o total de 595
distancias (ou 35!/(33!2!)); caso seja excluido os pares primeiros vizinhos (n = 1) tera M =

N -1 : ! .
( 5 ) =561, e assim sucessivamente. No nosso caso adotamos n = 2, dai M = 528. Com

isso, a discrepancia ndo tem influéncia direta dos mondmeros proximos na seqiiéncia da
cadeia, pois naturalmente suas distancias sdo pequenas (ou seja, ha altas correlagdes entre
elas), independentes da topologia da configuragdo no espago 3D. Assim, a fungédo

discrepﬁncia configuracional é uma fun¢@o definida pelo seguinte valor médio
1 N-a N

Z ZAD 4)

i=1 j=i+p
, e corresponde a uma caracteristica global entre duas configuragdes A e B quaisquer.

Em nossas comparagdes configuracionais temos usado oo = 3 =3 e M = 528. O valor

da discrepancia AD, satisfaz 0 < AD < 1, e sua fungdo € mostrar (Figura 2) o quanto a
configuragdo qualquer A, por exemplo, geradas na simulagdo se assemelha a outra
configuragdo B (como, a configuragdo nativa de uma proteina real). Quanto menor AD,
maior € a semelhanga entre as configuragdes. Naturalmente para AD = 0 corresponde a
configuragdes idénticas. A fungdo discrepancia configuracional sera utilizada em varias
comparagdes configuracionais neste trabalho, e nestes casos sempre repetiremos o
procedimento acima, ou seja, normalizamos as distancias separadamente em cada estrutura
(equagdo 1) e em seguida calculamos AD (equagdes 2, 3 e 4). Eliminando os dois pares
primeiros vizinhos (n - 2) ao longo das cadeias, a equagdo 4, se torna

1

Mﬁﬁz 2| L ®)

i=] f=i+3
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2pta (fragmento dos residuos de 22 a 33)

Uyt Rocha
Figura 3 - Aplicando a tungdo discrepancia, AD . ; em comparagoes conliguracionals entre a estrutura,
alvo. toda retilinea "A" com as estruturas retilineas inclinadas "B até “E" (a partir da 19" unidade) ¢ helicoidais
triangular "F" ¢ quadrada "G" - As semelhangas indicada acima de cada estrutura, vai desde zero (entre as
estruturas idénticas "A™ ¢ A7) até cerca de 0.3 (entre as estruturas “A™ ¢ "E7) Ao redor das estruturas "E” ¢
*G7 sdo mostrados os equivalentes destas estruturas nas proteinas reais, respectivamente fothas betas
antiparalelas (em amarelo umidas por uma volta beta, em azul, num fragmento da proteina 2pta) ¢ uma alta-
hélice (emrosa. em quase toda a extensio da proteina Lzta).

Obs. - Em todas as estruturas acima. as vezes em diferentes escalas dos eixos cartesianos (x, 1, 2). a primeira
unidade se encontra na origem (0,0,0). As estruturas de “A™ a "E" sdo planas, assim o valor de z ¢ uma constante
arbitraria qualquer.

- A ostrutura “E™ assemelha-se a uma folha beta antiparalela. tendo esta uma grande discrepancia com a
estrutura retilinea, conforme expresso por A2, . Para deixar a estrutura “E™ mais parecida com uma folha
beta, basta deixar uma distancia unitaria entre as unidades 1 a 18 ¢ as unidades 19 a 35, porém isso abaixa
apenas em um centésimo AD L ouscja, de 0,29 para 0.28: neste caso a semelhanga entre uma folha beta ¢ uma
alta-hélice (tipo~G™) seria AD, , =0.275=AD, ;.

Ao observar as estruturas mostradas na Figura 3, pode-se indagar:

Qual a discrepancia entre “A” e “B” ? Em quanto a discrepancia entre “A” e “B” € menor
do que entre “A” ¢ “G” ?

Ainda que a comparagdo configuracional entre as estruturas possa ser feita
globalmente, sua analise pode ser realizada localmente; neste caso pode ser adequado
observar duas regides distintas, sendo a primeira, idéntica nas duas estruturas e a segunda
muito diferente, como no caso da comparagao entre “A” e “B” da Figura 3.
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No caso das estruturas “A” e “B”, comparando-se localmente as distancias, ou seja,
entre as unidades na primeira regido (das unidades 1* a 18") separadamente das distancias
na segunda regido (da 19" a 35%) nas duas estruturas (Figura 3), verifica-se que estas
distdncias sdo iguais, pois ambos os segmentos retilineos sdo idénticos nas duas estruturas,
dai AD +AD ~ 0,0. Existe um valor de discrepancia “residual” (dai

1° Re gido 2%Regido
aproximadamente zero, ~ 0), entre estas duas regides nas configuragdes comparadas, como
decorréncia do processo de normalizagdo (equagdo 1), contudo tal valor € bastante
reduzido, portanto pouco significante, se comparado com o valor final de AD.

Para completar a comparagao configuracional resta ainda a checagem “cruzada”, ou
seja, entre as distancias das unidades pertencentes a primeira regido linear com as da
segunda regido inclinada, alias, daqui originam as grandes diferengas entre as estruturas
retilineas, dai AD # 0,0. Sendo tal diferenga crescente com o aumento da inclinagdo das
retas inclinadas, indo de AD = 0,0 (para estruturas idénticas, “A” e “A”) a 0,29 para
estruturas “A” com “E”. Note que mesmo em pequenas inclinagdes, a presenga de
estruturas tipo /oop e furn, como no segmento formado pelos residuos 17, 18 e 19 geram
uma impressdo visual de configuragdes muito diferente entre a estrutura toda retilinea e as
retilineas inclinadas, que de fato pode ndo ser tdo diferente, como evidenciado pela fungdo
AD, pois trata-se de uma simples flexdo da estrutura. Assim, com este exemplo, evidencia-
se a importancia da similitude local das estruturas.

Por sua vez as configuragdes retilinea “A” e as helicoidais “F” e “G” (Figura 3) tém
suas semelhangas diminuidas a medida que aumentam as quantidades de mondmeros
formadores de cada volta das hélices, pois isto leva a um aumento do perimetro das voltas e
um distanciamento da forma linear, conseqientemente ADxy < ADsg. Note ainda que,
configuragdes visualmente bastante diferentes podem refletir globalmente valores bastante
proximos da fung@o discrepancia. Novamente aqui temos o peso das similitudes locais das
estruturas atuando com peso significativo, mas em direg¢do diferente do caso anterior, sendo
ADap = ADag.

A a-hélice possui 3,6 residuos por volta, ou seja, quantidade intermediaria de
residuos por volta das hélices triangular e quadrada. Portanto, supde-se a partir dos
resultados obtidos para ADa.r e AD .G, que configuragdes protéicas, com longas a-hélices,
ou mesmo uma fita simples de DNA, possam resultar em pequenas discrepancias
estruturais entre si. Sera mostrado, no Capitulo 3, que estruturas distendidas, n3o retilineas,
do modelo, quando comparadas com proteinas reais, contendo grandes segmentes continuos
de a-hélices, possuem discrepancias somente um pouco acima de 0,02 (= ADa.g).

Para estruturas helicoidais a elonga¢do de suas voltas pode influenciar na
semelhanga com outras estruturas, como entre a retilinea “A” e a hélice quadrada “G” em
diferentes elongagdes (Figura 4).
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Estrutura helicoidal quadrada "G" em diferentes elongagbes

e

Estrutura retilinea "A”

BrerT o,

of =050

it Rocow)

Figura 4 - Estrutura retilinca "A™ ¢ héliee quadrada G em diferentes clongangoes (0 /) - A helice quadrada
aumenta sua elongagio, sainde da forma quadrada (em 8/= 0,0} e chegando uma estrutura lincar (em 8/=1.0).
Obs. Para fucilitar a vizualizagio das hélices, ndo foi possivel deixar todas as estruturas acima na mesma escala
(eixos X, v), devidoa distancia unitdria fixa entre as unidades consecutivas ¢ a medida que a hélice quadrada se torna
mais esticada (no ¢ixo =27), cada volta se torna mais coneéntrica, emtorno de x = 0; vy =0,

Analisando a hélice quadrada “G”, com diferentes elongagdes (Figura 4) nota-se
que, tal hélice, na elongagdo maxima (& / = 1,0) € idéntica a estrutura linear “A” (portanto
AD = 0,0) e conseguimos intuir visualmente que com a diminui¢do da elongagdo a
semelhanga entre “A” e “G”, também diminui. Quantificamos com a fung¢do discrepancia
AD (Figura 5) como a elongag@o, 8/, altera a semelhanga entre as configuragdes “A” e "G”.
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i 6{{= 0,0 (quadrado,AD = 0,435)
/
ir

ongagbes

&6/1= 1,0 (linha reta, AD = 0.0)

\

B "'l-l-l--l--l-l---‘l-l-l-t-l-u ARERREEEN ---:-‘l

0,2 0.4 0.6 0.8 1,0

Elongacdes (87 ) da hélice quadrada
Figura 5 - Semelhangas entre a estrutura retilinea “A” com a hélice quadrada “G” em diferentes elongagoes - a
medida gue a hélice quadrada avmenta sua clongagédo. a semelhanga com a configuragdo retilinea aumenia
drasticamente, saindo de AD = 0.44 em &7 = (.0 {(quadrado) ¢ atingindo quase AD = 0.0 (valor este exato para
41=1.0), a partir de 8 /= 0,80, como mostrado no grificode AD x 8/.

Observando a variagdo da discrepancia AD, com a elongagdo & /, nota-se um
decaimento tipo exponencial (Figura 5), tendo em & / = 0,0 (hélice comprimida num
quadrado) a discrepancia maxima, AD = 0,44; a medida que a hélice comega a ficar
esticada (6 / # 0,0) a discrepancia com a configuragdo retilinea diminui drasticamente,
assim, a diferenga maxima entre a hélice (usada aqui) e a seqiiéncia retilinea de mondmeros
€ 0,44. Mesmo para pequenas elongagdes 6/ = 0,1 a discrepancia cai para AD < 0,1, pois a
partir desta elonga¢do comecam existir grandes diversidades nas distancias, entre as
unidades da hélice, compativeis com as existentes na configuragdo retilinea. As diferengas
significativas entre as estruturas “A” e “G”, ocorrem apenas em pequenas elongagdes (0,0 <
6 / < 0,40), fora desta faixa de elongagdo a discrepancia, se torna independente de & /
permanecendo praticamente constante proxima de 0,0.

Os resultados da comparagdo configuracional entre estruturas idealizadas, evidéncia
que deve se ter cuidado na utilizagdo da fungdo discrepancia, pois em casos extremos, como
hélices comprimidas o processo de normalizagdo de distancias (ingrediente fundamental no
calculo de AD) unifica as distancias (no intervalo 0 — 1) nas duas configuragdes muito
diferentes tornando-as muito parecidas; este parece ser o caso para 0,8 <8 / < 0,1 nas
hélices quadradas. Situagdes como estas ndo desqualificam a fungdo AD para comparagdes
configuracionais, pois:

- Esta fungdo como todas as outras utilizadas com o mesmo objetivo, por mais genéricas
que possam ser, ha situagdes especificas, como a mostrada acima, onde se deve ter
ponderagdes quanto aos resultados fornecidos, pois a fungdo calcula, por meio de um re-
escalonamento de distancias, semelhangas e diferengas solicitadas entre quaisquer duas
estruturas.

- Um dos nossos objetivos aqui € evidenciar ndo apenas o quanto a fungdo AD funciona
bem em comparagdes configuracionais, mas também suas limitagdes.

o
T

AD (estruturas "A" e "G" (em diferentes el

o
o

32
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- Nas comparagdes que temos feito com a fungdo discrepancia, a existéncia de tamanhos,
razoavelmente proximos, para os mondmeros no modelo e nas proteinas diminuem, em
muito, problemas oriundos da normalizag¢@o de distancias na fungdo AD, pois as distancias,
ndo normalizadas entre os mondmeros, nestas configuragdes, tornam-se naturalmente
préximas, ao contrario das unidades pontuais nas estruturas idealizadas.

A busca continuada por um maior entendimento das situagdes que levam duas
configuragdes quaisquer a terem maiores semelhangas ou diferengas entre si, utilizando a
fungdo discrepancia AD, nos conduziu a verificar semelhangas em estruturas mais
complexas como € o caso de proteinas reais, descritas a seguir, ou as comparagdes entre
proteinas ¢ modelo (obtidas da simulagdo Monte Carlo) e descritas no Capitulo 3.

A seguir efetuamos analises comparativas entre as estruturas de todas as proteinas
com 35 residuos disponiveis no Banco de dados de proteinas “PDB”, para isto
empregaremos novamente a fungao discrepancia configuracional, AD.

2.4 Comparagdes configuracionais: auto discrepancia e discrepancia
cruzada.

A natureza das proteinas, podem ter um delicado balango entre
Flexibilidade (Frauenfelder, H.(1989))—— Rigidez conformacional, estando ambas num

(para exercer uma dada fungiio) (para sustentar especificidade funcional)
estado estavel termodinamicamente, como € o caso das enzimas (Schulz, G. E. & Schirmer,
R. H. (1990)).

Experimentalmente o parimetro de ordem S’ e o fator B (ou temperatura),
respectivamente, em espectroscopia “RMN” (Sahu, S.C. et al. (2000)) e cristalografia de
Raio X (Smith, D.K. et al. (2003)), tem sido utilizados para identificar regides flexiveis nas
estruturas protéicas. Também ha muitas proteinas intrinsicamente desordenadas (ou “IDP”,
iniciais do inglés Intrinsically Disordered (or Unstructured) Proteins), que no estado
nativo estdo totalmente ou parcialmente em desordem, existindo mais de uma centena de
tais proteinas, como os Prions, Tao (Linding, R. et al. (2003)).

O conhecimento do quanto as estruturas das proteinas sdo flexiveis pode ser
importante, entre outros, para o entendimento de suas fung¢des, devido a relagdo
estrutura/fung@o, e também por que tais flexibilidades parecem ser diferentes para proteinas
globulares e nao globulares, conforme sera evidenciado no Capitulo 3.

As proteinas utilizadas aqui, num total de 27 proteinas, tiveram suas estruturas,
determinadas por ressonancia magnética nuclear (“RMN” - em solugdo), a exce¢do de uma
proteina determinada por Raio X. Como para cada proteina ha mais de uma solugdo a sua
estrutura (a excegdo da obtida por Raio X de estrutura tinica), podemos medir o quanto tais
estruturas sdo diferentes entre si, ou o quanto elas sdo flexiveis (Figura 6). O critério para a
escolha destas proteinas, foi apenas a ocorréncia exata de 35 residuos em suas seqiiéncias
(Apéndice, apos o Capitulo 5), assim sendo o mais geral possivel, pois algumas proteinas
possuem pontes dissulfeto (condi¢do ndo analisada atualmente), outras contém grupos
prostéticos e outras sdo subunidades e outras ndo possuem nenhum destes trés atributos.
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Figura 6 - “Flexibilidade estrutural™ das 27 proteinas (dispostas na forma de fitas, representagio Molscript), de

35 residuos, organizadas sequencialmente da mais compacta, n” 1, 1¢2u, até amenos compacta, n’ 27, 1peh- Em
cada proteina, quanto mais difusas as configura¢des (ou estruturas, ou conformers), maior a incerteza sobre sua
conformagio. As cores vermelhas, pretas ¢ azuis nos nomes das proteinas sdo referentes as proteinas
enquadradas por faixa de compactagdo (detalhes no Capitulo 3), respectivamente com altas, intermediarias ¢

baixas compactagdes. Na 1" linha abaixo de cada proteina consta, respectivamente, o nimero de estruturas
calculadas e submetidas (nimero de diferentcs fitas em cada proteina acima) por RMN ¢ a data de depdsito (ou

processamento) no banco de dados de proteinas, "PDB”. Quando uma proteina possue hetero grupos, na 2°
linha, consta os nomes destes grupos ¢ suas posigdes na seqiiéncia da proteina, podendo muitos destes serem
identificados, nas estruturas como esferas conectadas.

Obs. A proteina n° 26 ( 1rh4) ¢ a inica que possui apenas uma estrutura calculada e submetida (um cristal), pois
esta proteina foi obtida por difragio de Raio X. O valor “Null” para as estruturas calculadas de algumas
proteinas, ¢ devido tal informagao nio ter sido fornecida pelo depositante.

Como a flexibilidade estrutural é uma das bases do nosso modelo (detalhado no
inicio do Capitulo 3), pois estamos também estudando o mecanismo que induz a cadeia a
sua configuragdo nativa e um de nossos principais interesses € a comparagdo entre
configuraghes, surge naturalmente um questionamento sobre a variabilidade das
configuragdes das proteinas:

A que nivel a estrutura nativa de uma proteina pode variar ?

Esta questdo pode ser abordada gragas aos dados disponiveis no “PDB” e para
observarmos o quanto as proteinas analisadas sdo flexiveis,
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(7) Utilizamos como configuragdes nativas, as coordenadas dos centros de massas de cada
residuo em cada estrutura nativa de cada proteina, mostradas na Figura 6,

(ii) Determinadas as configuragdes (item acima), empregamos a fungdo discrepancia
configuracional para medir a flexibilidade de cada proteina, passando estas a serem
denominadas agora como auto discrepancias.

2.4.1 Auto discrepancias: comparagdes entre configuragbes nativas alternativas
de uma mesma proteina

Para cada proteina presente no “PDB”, obtida por RMN, varias possiveis solugdes
para sua configuragdo nativa sdo apresentadas. Por exemplo, para a 1c2u (n° 1, Figura 6) ha
20 configuragdes diferentes submetidas ao “PDB”; a comparagdo entre todos os pares
destas configuragdes na fungdo auto discrepancia, € dada por uma combinagdo simples,
fornecida por

N!/[(N-2)!12!] (6)
, por exemplo, para a 1c2u teremos 20!/(18!2!) = 190 pares de configuragdes com suas
respectivas discrepancias; repetindo este mesmo procedimento para as demais proteinas
acompanhamos como as auto discrepancias variam em cada par de configuragdes (Figura 7)
de cada proteina.

0,20 -5

13)1e4r  14)1zdc 15)1ced  16) 1kgm  17) 1awf  18) 1fwo

0,00, s ec0500

02019 1Ko 20112wd  21) fzwg

0.15

Auto dsargdndas, AD

[ 57y —

Funws e oy sl
Figura 7 - Auto discrepancias entre pares de contiguragdes nativas de cada proteina - Note que os resultados
actma estdo em sintonia com os mostrados na Figura 6, 1sto ¢, quanto mats consistentes forem as diversas
configuragoes, menor a discrepancia entre clas. As cores vermelhas, pretas ¢ azuis nos griaficos acima seguem
oeriterio de compactagio das proteinas (Ji comentado na leganda da Figura 6).
Obs. = A proteina n” 21, com poucas estruturas, no total de 10, {oi destacada no grifico pequeno devido sua
maior variagio de AN, que chega 2 0.20; §d a proteina n’ 22, também devido suas poucas estruturas, no total
de 5. tem poucos valores de A2, no total de 10 (ou scja, combinagdo simples de S estruturas agrupadas de duas
em duas). daia necessidade do grafico pequeno, mostrando as variagoes de suas AD.
-Aproteinan’ 26 tem estrutura nativa nnica (obtida per eristalogratia de Raio X), assim ndo possuindo auto
discrepiancias AD, dai a auséneiade scu grilico.,
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Pelas variagdes das auto discrepancias, AD, entre os pares de configuragdes,
mostrados na Figura 7, observamos o quanto as estruturas nativas das proteinas, podem
variar, como evidenciado por suas flexibilidades, sendo a maior flexibilidade para a
proteina n° 21, 1zwg, devido sua maior variagdo de AD, com maxima em 0,20 (destacada
num grafico pequeno na Figura 7). A proteina n° 22, 1iij (também destacada por um grafico
pequeno na Figura 7), tem auto discrepancias baixas, apesar de visualmente (na Figura 0)
suas estruturas serem muito dispares como decorréncias destas estruturas estarem giradas
uma em relagdo as outras, ou devido a existéncia de alguns de seus residuos formando um
segmento em estrutura tipo /oop e turn, assim gerando a impressido visual de estruturas
muito diferentes (como nas estruturas toda retilinea e as retilineas inclinadas ao meio,
Figura 3), portanto este ¢ mais um exemplo da importancia de se quantificar semelhangas
configuracionais, como feito por AD e ndo apenas visualizas-las espacialmente.

As auto discrepancias 4D, mostram que algumas proteinas tém, em solugdo,
estruturas bem definidas, enquanto outras apresentam grande variabilidade conformacional,
e em apenas duas estruturas da proteina n° 3, 1txm, tivemos AD = 0,0 (caracterizando
configuragdo nativa Gnica). Tais resultados mostram quantitativamente o observado para as
flexibilidades conformacionais, mostrados na Figura 6.

As flexibilidades das configuragdes nativas das proteinas observadas quanto a
compactagdes - em alta (proteinas de n®* 1 a 12, com pontos em vermelho na Figura 7),
intermediarias (proteinas de n® 13 a 21) e baixas compactagdes (proteinas de n™ 22 a 27) -
mostram que as proteinas com compactagdes extremadas (com altas e baixas compactagdes,
respectivamente, em vermelhos e azuis, na Figura 7) possuem estruturas consistentes entre
si, sendo pouquissimo flexiveis (AD < 0,05) ou pouco flexiveis (0,05 < AD < 0,10), a
excegdo da proteina n® 12, 1d1h), ja em algumas proteinas com compactagdo intermediaria
(em preto, na Figura 7) ocorrem as maiores diferengas entre as suas configuragdes, sendo
estas as mais flexiveis, pois dentre 9 ha 5 proteinas com algumas estruturas apresentando
AD > 0,10, chegando AD a 0,20 para a proteina n° 21 (1zwg).

Para verificar mais precisamente o quanto as configuragdes nativas das proteinas
sdo flexiveis, sdo mostradas na Tabela 1, as auto discrepancias extremadas das proteinas, ou
seja, os valores minimos e maximos globais de cada proteina, bem como a amplitude
maxima de variagdes das auto discrepancias, dado por AADxremadas = ADmaximas = ADminimas-
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Tabela 1 - Destacando as auto diserepancias extremadas (minimas ¢ maximas globais, respectivamente, A
AD . -AD
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estruturas de cada uma das 27 proteinas. Tanto os valores extremados, AD,, ., ¢ AD

(I nantat

¢ AD o) ¢ aamplitude maxima de vanacoes das auto discrepancias, AAD LG ———

valores das auto discrepancias, para cada proteina, estio contidas nos graficos da Figura 7.
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Observando-se as amplitudes maximas de variagdes das auto discrepancias (dada
por AAD.yremadas, Na Tabela 1) nota-se que no geral esta fica entre cinco e dez centésimos,
com exce¢do de algumas proteinas, nas trés regides de compactagdo, pouquissimas
flexiveis com AAD.xremadas abaixo de cinco centésimos, no outro extremo ha duas proteinas
(n” 15 e 21) com AADexremadas acima de dez centésimos, caracterizando altas flexibilidades
estruturais.

A flexibilidade protéica, observada mais em algumas proteinas do que em outras
(Figuras 6, 7 e Tabela 1) pode ser relacionada a diversos fatores, como (a) segmentos
contendo quantidades de residuos variaveis, em estruturas como os /oops ou coils; (b)
cadeias laterais de residuos que ndo participem, em redes de ligagdes de hidrogénios com
outros grupos (como moléculas do solvente ou outros residuos), Livesay, D.R. et al.
(2004); (c¢) segmentos flexiveis nas extremidades Amina e Carboxila terminal (Vihinen, M.
et al. (1994)), alias estas extremidades podem ser regides de desordens, ocasionando
frequentes dificuldades na expressdo, purificagdo e cristalizagdo das proteinas, Livesay,
D.R. et al. (2004).

Para exemplificar a flexibilidade das proteinas, medida por outro método, citamos
Smith, D K. et al. (2003), que utilizando fatores B, da cristalografia de Raio X, mostram
que de um conjunto de 290 proteinas ndo idénticas, ha 92% (266) contendo um total de
1011 segmentos flexiveis, de comprimentos variaveis, com aproximadamente 61% destes
segmentos contendo um ou dois residuos, tendo o maior segmento flexivel 53 residuos na
extremidade Carboxila terminal (proteina 1FUR). Ainda com este conjunto de proteinas, ha
29% (84) com ambas as extremidades flexiveis, enquanto 75% (217) tém pelo menos uma
das extremidades flexiveis. Ainda das 290 cadeias protéicas ha em torno de 46% (132)
cadeias contendo pelo menos uma extremidade ausente da densidade eletronica, do Raio X.

Apods observar o quanto as proteinas sao flexiveis (Figuras 6, 7 e Tabela 1) surge
outra questao:

Quais as semelhangas e diferengas configuracionais entre as estruturas nativas das
diferentes proteinas ?

Antes de abordarmos esta questdo faz-se necessario verificar a homologia entre cada
par de proteinas (Figura 8), ou qual a quantidade de mesmos residuos nas mesmas posigdes
ao longo da seqiiéncia destas proteinas, pois € presumivel a relagdo entre altas homologias e
baixas discrepancias entre proteinas, ja que quanto maior a homologia entre duas proteinas
provavelmente mais parecidas sdo elas, conseqiientemente menor sua discrepancia AD.
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Figura 8 - Homologias pereentuais entre as 27 proteinas (i : j) de 35 residuos - No geral as proteinas tem
homologias abaixo, de 25%, ou seja, em suas seqiiéncias ha menos de 25% (ou de 6 dentre 35) dos mesmos
residuos coincidentes nas mesmas posigoes em cada par de proteina (12 1) As proteinas com pereentagem de
homologias acimade 25% tem suas discrepincias médias destacadas na tabela acima.

Obs. = Ndo sido mostradas homologias entre uma mesma proteina (i ;i) que seria 100%., dai nestes casos a
auséncia de pontos nos grificos acima, quebrando a seqlicneia de pontos conectados porretas,

Note que no geral as 27 proteinas sdo ndo idénticas, devido seus baixos niveis de
identidades nas seqiiéncias (com homologias abaixo de 25%, Smith, D K. et al. (2003)), o
que e desejavel para verificar descorrelacionadamente semelhangas e diferengas
configuracionais, entre suas estruturas nativas, conforme faremos a seguir. Note ainda que
alta homologia ndo necessariamente leva a grande semelhanga configuracional, pois
algumas proteinas tem altas homologias (n® 1 com 2 e 5; 17 com 20 e 21), mas suas
discrepancias médias (dos valores a serem mostrados na Figura 9 abaixo) ndo sdo tdo
baixas (AD > 0,10, Tabela na Figura 8) quanto se poderia esperar.

Para observarmos as semelhangas e diferencgas configuracionais entre as estruturas
nativas do nosso conjunto de 27 proteinas ndo idénticas (ultima pergunta acima),
empregamos a fungio discrepancia inter proteinas, agora denominada discrepancia cruzada.
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2.4.2 Discrepancias cruzadas: comparagdes entre configuragcbes nativas de
diferentes proteinas

Podemos relacionar as »; configuragdes de uma proteina “i” com as N,
configuragdes de outra proteina “j”, fornecendo um total de pares de configuragdes entre
“1” e “y”, dado por

N; « N (7)
, para a 1c2u (n° 1) com Iroo (n° 2) ha, respectivamente 20 e 20 configuragdes totalizando
400 pares de configuragdes com suas 400 discrepancias cruzadas (ou seja, com inicio em 1
até 400, Tabela na Figura 9), ja a n° 1 com a n° 3 (Itxm, com 35 configura¢des) ha 700
pares de configuragdes (ou seja, com inicio em 401 até 1100, Tabela na Figura 9) e assim
sucessivamente; procedendo da mesma forma teremos as discrepancias cruzadas entre as
demais combinagdes de proteinas (Figura 9).
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Figura 9 - |)1\rn‘|~.;mr|:1\ n'n/:n{:t\ \/). entre pares de configuragoes nativas de diferentes proteinas - No geral,
se forem excluidas as discrepanias cruzadas das proteinas com alta homologias (Tabela na Figura 8), nota-se
que as maiores semelhangas/dilerengas conltiguracionais ocorrem com  valores de AD, respectivamente,
abaixo de 0.12 (ou 0,10) ¢ acima de 0.26. Para dispor cada grafico acima foi escolhido manter fixa uma
configuragdo Nj ¢ variar as outras Nj ¢ caleular suas AD. tal escolha. as vezes, pode gerar alguns “degraus™ nos
valores de AD.

Aproleinan 26tem estrutura nativa tnica (obtida por eristalogratia de Raio X) ¢ assim poucas AD cruzadas. no
total 463, numa cscala de 16.000, por isso suas discrepiancias cruzadas siio destacadas num grafico pequeno.

Na Tabela acima consta o inicio das quantidades de pares de estruturas da proteinan™ 1 (1¢2u) comas outras 26
nroleinas, sendo tal procedimento utilizado para a construgio dos gralicos acima.
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Para as 27 proteinas analisadas, as maiores semelhangas e diferengas
configuracionais ocorrem, com os menores € maiores valores de discrepancias cruzadas, no
geral estando estas, respectivamente, abaixo de 0,18 (e para alguns casos abaixo de 0,12 ou
0,10) e um pouco acima de 0,26. Quanto as semelhangas entre algumas proteinas, com AD
abaixo de 0,18 ha de se destacar dois casos distintos, sendo (/) algumas proteinas (as de n™
1,2, 3,5 6,7, 8,16, 17, 19, 20, 21) apresentam estes valores de AD decorrente da alta
homologia com outras (ver Tabela da Figura 8); (ii) as duas ultimas proteinas com
compactag¢do intermediaria (de n® 20 e 21) e as bastante distendidas a partir da n° 22
possuem valores de discrepancias abaixo de 0,12 devido as semelhangas entre proteinas
também muito distendidas. Por outro lado as proteinas mais distendidas (a partir da n° 20)

possuem as maiores diferengas configuracionais (representada por AD 2 0,26) com as
proteinas mais compactas e algumas de compactagdo intermediarias, dai os altos valores de
discrepancias nos primeiros pontos (Figura 9) das proteinas mais distendidas e nos tltimos
pontos das mais compactas e algumas de compactagdo intermediaria (Figura 9). Para
detalhes das maiores semelhancas e diferengas entre as estruturas das proteinas sdo
destacados (Tabela 2) os valores extremados das discrepancias cruzadas globais (ADminG €
ADnayxG) para cada proteina.
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Tabela 2 - Discrepancias cruzadas extremadas globais, AD, ., ¢ AD, .. entre as 27 proteinas, excluidas
aquelas com alta homologia (acima de 25%, mostradas na Tabela da Figura 8) - Para cada proteina (1" linha da
Fabela) consta com que outras proteinas ocorrem, ¢ os valores, das discrepancias extremadas A, (2 inha) ¢
D (3 linha).

Obs. - Entre as proteinas mais compactas (ate a n” 12, em vermelho), ha de se destacar a n” 4, 1tsk, pouco
semelhante com as demais proteinas. com AD, . = 0,18, além de ter persistentemente as maiores diferengas

>,

comas proteinas distendidas (den” 22a27),

- A proteina n” 19 conseguiu ter a maior semelhanga ¢ também a mais dessemelhanga com an 21, devido a
grande flexibilidade desta ultima proteina (Figura 7).

Pelas discrepancias extremadas (ADming € ADmaxg, Tabela 2) € possivel verificar o
grande desafio de comparar similaridades e diferengas entre proteinas e esta comparagao
pode ficar mais adequada se feita separadamente nas trés Regides de compactagdo (com
altas (Regido I), intermediarias (Regido II) e baixas compactagdes (Regido III), conforme
legenda da Figura 6), sendo assim
- Regido I (proteinas de n** 1 a 12): As maiores semelhangas, dada por ADpng (entre 0,12 e
0,18), ocorrem entre as proteinas de compactagdo proximas, na mesma Regido I, a excegdo
das proteinas 1, 2 e 5 mais semelhantes com proteinas de compactagdo intermediarias
(Regido II). Ja as maiores diferengas, dadas por ADn.c (de 0,26 e 0,29), ocorrem entre
proteinas das trés regides de compactagdes, sendo este fato uma decorréncia direta da alta
complexidade estrutural observada nas proteinas compactas desta Regiao.

- Regido II (proteinas de n™ 13 a 21): As maiores semelhangas ocorrem com as maiores
variagdes de ADping (de 0,050 (n* 20 € 21 com 25) a 0,17 (n” 16 com 18)) e com proteinas
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das trés regides; ja as maiores diferengas configuracionais ocorrem com outras proteinas da
mesma Regido de compactagdo (com excegdo da proteina n° 13). Portanto, proteinas de
compactacgdes semelhantes ndo indicam maior probabilidade de grandes semelhangas, pois
os especificos contatos intra cadeia dos residuos podem ser bastante diferentes nestas
proteinas, acarretando grandes diferencas configuracionais.

- Regido III (proteinas de n™ 22 a 27): Nestas proteinas distendidas, a presenga de muitas
a-hélices (residuos proximos na seqiéncia) diminuem o valor da discrepancia, dai
naturalmente as maiores semelhangas com outras proteinas da mesma regido e por isso
também as maiores diferengas com proteinas compactas (com grande composigdo de outras
estruturas secundarias além de a-hélice), particularmente a n° 4, 1tsk.

As maiores semelhangas e diferengas configuracionais, das configuragGes nativas
das proteinas, ocorrem com as menores e maiores discrepancias cruzadas, isto pode ser
confirmado e melhor entendido se forem visualizadas as estruturas das 27 proteinas pelo
conjunto de todas as distancias entre seus residuos na proteina, dado pelos mapas de
distancias (Figura 10).
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Figura 10 - Mapas de distancias das 27 proteinas, referentes a primeira configuragio nativa dentre as
submetidas ao “PDB” (Figura 6) - As distancias entre residuos (centro de massa), mostradas nos mapas, estio
normalizadas (equagdes 1) e mostradas em cores preta, cinza ¢ branca, respectivamente para distancias
menores que 0,25, de 0,25 a 0,50 e as maiores que 0,50 nas proteinas. A cor branca ao longo da diagonal
principal se deve a exclusio de distancias entre mesmos residuos (i com ) € primeiros e segundo vizinhos (i
comi-1,i-2,i+1,i+2).

Sempre que for necessario visualizar configuragées cujas (des)semelhangas sejam previstas pela fungio AD,
recorreremos aos mapas de distancias, pois com estes ¢ possivel, confirmar os resultados previstos pela fungio
AD, como ¢ o caso dos valores de discrepancias das proteinas com altas homologias com outras proteinas
(Figura 8) e discrepéncias cruzadas (Figura 9 e Tabela 2).

Obs.- Foi selecionada a primeira configura¢do de cada proteina, pois em muitas vezes (nos arquivos das
proteinas no “PDB”) estas sdo consideradas as estruturas mais representativas das proteinas.

- Os mapas de distancias sdo parecidos, contudo mais gerais, que os mapas de contatos (Figura 1)2 ), pois nos
primeiros os residuos ndo precisam estar em contato.

Os mapas de distancias capturam a estrutura tridimensional das proteinas, ou de
outras configuracdes quaisquer, e certos aspectos estruturais sdo visiveis, como as o-hélices
(residuos proximos na seqiiéncia) representadas por bandas largas (devido a aglomeragio
de varios pontos) pretas ao longo da diagonal principal, e folhas betas (residuos distantes na
sequéncia) mostrados por bandas largas pretas ao longo da diagonal secundaria (ou
perpendicular a diagonal principal), ja pontos isolados podem conter informagdes de loops
€ turns, ou representar proximidade entre residuos de Cisteinas em pontes dissulfeto. Mapas
de distancias parecidos, geralmente sdo referentes a proteinas também parecidas, por
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exemplo, as proteinas com altas homologias (como as n* 1 com 2 e 5; 3 com 8, ver Tabela
da Figura 8) e as proteinas com baixos valores de AD (e.g., os valores de ADpizc na Tabela
2) apresentam mapas de distancias semelhantes. Por outro lado, grandes valores de
discrepancias (como os dados por ADmax na Tabela 2), tendem a terem mapas de distancia
muito diferentes, normalmente complementares, pois, nestes casos, grandes distancias (em
branco) entre residuos num mapa tém pequenas distancias (em preto) no outro mapa e vice-
versa.

Observando os mapas de distancias (Figura 10) da proteina n° 4, Itsk, e que
apresenta a menor semelhanga entre todas as proteinas (ADming = 0,177, na Tabela 2) pode-
se entender um pouco mais das informagdes fornecidas pela fungdgo AD, também aplicaveis
a outras proteinas, assim

(i) entre a Itsk e a n° 7, 1¢49, nota-se muitas semelhangas no conjunto das disténcias,

porém com regides em preto deslocadas nos mapas — com as pequenas distancias da

1c49 abaixo das mesmas regides na Itsk — levando a fungdo AD a assumir grandes
valores (no caso AD = 0,23 1), pois esta fung@o leva em conta as distancia entre cada par
de residuos, conseqiientemente as quantificacdes de (des)semelhangas configuracionais,
dada por AD, fornecem informagdes adicionais as observagdes visuais de

(des)semelhanga estruturais fornecidas pelos mapas de distancias;

(ii) a 1tsk tem a maior semelhanga com proteina n° 2, 1r00 (ADping = 0,177, na Tabela

2), pois o mapa de distancia da Iroo pode ser considerado, intermediario a muitas

proteinas, como se percebe ao acompanhar as regides em preto (pequenas distancias)

mais espalhadas pelo mapa, gerando uma figura na forma de seta. Esta configuragdo
mais difusa encontra mais similitudes locais com diferentes proteinas, como a Itsk,
embora com mapas de distancias nem sempre visualmente muito parecidos.

As razoaveis semelhangas configuracionais entre a n° 2, 1roo, com outras proteinas € o
fato desta apresentar a menor diferenga configuracional entre todas as proteinas (ADpaxc =
0,254, na Tabela 2), bem como o aspecto de seu mapa de distancia, sdo decorrente de sua
estrutura secundaria apresentar muitas voltas ou furns; além da presenga de muitas alfa-
hélices (residuos proximos na seqiiéncia) que diminuem o valor da discrepancia, pois as
distancias nestes casos sdao naturalmente proximas levando a discrepancias locais baixas.

Apés realizarmos comparagdes estruturais intra e inter proteinas, com a fungéo AD,
a aplicaremos ao estudo do problema do folding protéico no Capitulo 3, para as cadeias
modelo (obtidas durante a simulag@o) com as proteinas (cujos mapas de distancias estdo na
Figura 10), isso sera realizado pelas discrepancias cruzadas modelos e proteinas.

A fungdo discrepancia AD, tem sido empregada, em diversas comparagdes
configuracionais, sendo algumas destas apresentadas neste Capitulo e outras nos proximos
dois capitulos, mas ja € possivel destacar as caracteristicas mais importantes desta fungao.

2.5 A funcéao discrepancia configuracional: sintese de propriedades

Das definigdes (se¢do 2.2) e aplicagdes da fungdao AD em quantificar semelhangas e
dessemelhangas entre estruturas (seg¢des 2.3 e 2.4) podem ser destacadas as principais
caracteristicas desta fungdo AD, sendo estas
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— Caracteristica principal: Para efetuarmos a comparagdo entre duas configuragdes
quaisquer utilizando AD, devemos antes normalizar, equagdo 1, todas as distancias
envolvidas e este procedimento torna AD invariavel por escala, translagdes e rotagdes
(Figura 11) entre as configuragdes comparadas, podendo esta ser considerada a principal
caracteristica de AD.

Configuragio A Configuragio B Configuragio € Configuragio D

@ it Rochal

Figura 11 - A func¢do discrepincia, AD. ¢ invariante ao tamanho (“escala™), translagdo ¢ rotagio.
conseqiientemente assumindo o mesmo valor, AD = 0,0, entre a contiguragdoAcom B. C e D.

— Nivel de Detalhe: A fungdo AD ¢é razoavelmente rigorosa em comparagdes
configuracionais, pois configuragdes com mapas de distancias parecidos, mas deslocados
nos contatos entre pares de residuos (como nas proteinas 1tsk e 1¢49, na Figura 10), levam
a grandes discrepancias; este fato sera aproveitado nos resultados de discrepancia cruzada
proteinas com modelo, mostrando a eficiéncia de nosso potencial hidrofobico utilizado na
simulagdo. Contudo normalmente grandes AD, sdo devido a grandes diferengas entre
configuragdes, como pode ser verificado confrontando os valores de ADmaxg, na Tabela 2,
com os mapas de distancias da Figura 10.

— Invariancia: A fungdo ADeuremada (Tabela 2) ndo é invariante para proteinas p e ¢, como
pode ser verificado para muitas proteinas, por exemplo, a proteina n° 2 tem a maxima
semelhanga (expressa por ADming) com a proteina n° 15, mas a maxima semelhanga da
proteinas n° 15 é com a n° 18, 0 mesmo ocorrendo para ADmac da proteina n° 2. Tal
invariancia de AD.wremada € grandemente decorrente da existéncia de diversas configuragdes
alternativas (ou conformers) representativas da conformagdo nativa de cada proteina, como
fica evidente nos valores extremados das auto discrepancias (Figura 7).

— Cautela: A fungdo AD é muito sensivel, quando comparada com valores limiares “o”
(no Capitulo 3), por isso € preciso muita cautela no seu emprego, nestes casos, conforme
mostraremos nas discrepancias cruzadas das proteinas com as configuragdes modelo. Tal
valor de o esta estreitamente relacionado a AD,;, (Tabela 2) que também pode ser tomado
como referéncia para nossas simulagdes realizadas nos proximos Capitulos.

— Limitagdo: Os resultados fornecidos por AD, por influéncia direta do processo de
normaliza¢do de distancias empregado em AD podem ndo ser condizentes com o esperado
para a semelhanga entre duas estruturas, se estas tiverem as distancias entre suas unidades
consecutivas muito incompativeis entre si. Tal fato ocorreu na comparagao entre a estrutura
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idealizadas retilinea e hélices quadradas comprimidas (0,8 <& / < 0,1, Figura 5), contudo
este ndo € o caso das comparagdes entre proteinas com proteinas e das proteinas com
modelo, pois os tamanhos dos residuos, nestes casos, sdo razoavelmente equivalentes,
tornando as distancias entre os residuos consecutivos compativeis, ao contrario das
estruturas idealizadas cujos residuos sdo pontuais.

— Extremos de AD: O valor da discrepancia, AD, depende da topologia configuracional
das configuragGes envolvidas e pode-se verificar a variagdo deste valor entre as
discrepancias extremadas AD,,;,c € AD, .. €m cada caso, Tabela 3, obtidos neste € no
proximo Capitulo. : _ 8 ) L}

Aplicagoes AD AD, . |

ks |
|

estruturas 1dealizadas™

1 0.010 ("A” ¢ “F"), contudo 0.290 ("A™/ET) ¢0.430
' pode ser 0,0 ("A” ¢ “G” com 8/ = 0.0) |
modelo com modelo - R -
e 0.0430 (Regido 111 0,350 (Regido 1) l
(Capitulo 3) 4
proteina com modelo

(Capitulo 3)

0.0320 (proteina n” 22, Regido 1) | 0,360 (proteina n’ 24, Regidoe IIIJ

. o L5
proteina A com proteina B | 0.0216 (proteinas n™ 22 ¢ 23) | 0,292 (pmlun isn”4e25)

i e f i 1:.

; ; 0,000 (proteinan’3 /' n” 3)
proteina A com proteina A | D EIne N 2Ye 10.202 (proteina n' 21 /
| O UUBKR3 (protecinan 3/ n' 3) l

*Ver Figura 3 para referenciar-se aos simbolos A, B, ... (&
labela 3 - Diversas aplicagdes ¢ scus respectivos valores de fungoes diserepincias configuracionais
extremadas globais, minimas globais (A0, ) ¢ maximas globais(AD )

Observando as diversas aplicagdes com AD nota-se as maiores semelhangas, dadas
por ADpming, em discrepancias cruzadas, modelo com modelo e proteina com modelo
(Capitulo 3) sdo compativeis com as discrepancias cruzadas proteina A com proteina B.
Assim como ha ADyng proxima entre estruturas idealizadas e proteina A com proteina A.
As maiores diferengas estruturais ocorrem com valores de discrepancias ADyay, entre 0,20 e
0,30 embora haja casos excepcionais como os evidenciados por ADp.y = 0,35 e até de 0,43
AD,-! G

max G °

— Maximo de AD: A fungédo discrepancia AD,, pode assumir hipoteticamente o valor
maximo 1,0, bastando para isso que duas estruturas sejam extremamente diferentes. Na
pratica tal fato somente é constatado se for reduzindo as quantidades de M distancias
distintas entre pares de mondmeros, de varias centenas (no caso tivemos M = 528 (Equagdo
5)) para abaixo de uma dezena; adicionalmente devendo necessariamente tais distancias
entre os mesmos pares de residuos nas duas configuragdes serem muito diferentes, por isso
a 3" coluna na Tabela 3 tem AD,,,,; chegando no maximo a apenas 0,43.

— Confirmando resultados previstos por AD: Os resultados das discrepancias, AD, podem
ser confirmados pelos mapas de distancias (Figura 10), sendo este um procedimento
adotado por nos, principalmente quando de boas previsdes de similaridades feitas por AD.
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Da quantificagdo entre estruturas idealizadas e entre estruturas intra e inter
proteinas, mantendo o tamanho destas estruturas fixo em 35 mondmeros, ja € possivel
destacar alguns comentarios finais referentes a propria fungao discrepancia configuracional,
bem como de sua versatilidade (e conceitualmente simples), em realizar tais quantificagdes.

2.6 Comentarios

A fungdo discrepancia configuracional foi, neste Capitulo, definida (se¢do 2.2),
aplicada a duas situagdes bastante gerais (se¢do 2.3 e 2.4) e caracterizada, destacando suas
principais limitagdes e aplicagdes (se¢do 2.4), mostrando-se adequada, para nossas
necessidades atuais, para comparag¢do configuracional, como continuara a ser feito no
Capitulo 3.

As comparagdes entre configuragdes, por meio da fungdo discrepancia AD também
evidenciam estratégias e dificuldades de forma similares a varios outros métodos utilizados
em programas bastante sofisticados como LINUS (Srinivasan, R. & Rose, G. D. (1995)),
FIRST (Jacobs, D.J. et al. (2001)), FATCAT (Ye, Y. & Godzik, A. (2004)) dentre outros,
sendo que cada um destes apresentam uma melhor performance para casos especificos,
além de possuirem limitagdes quanto a aplicagdes.

As auto discrepancias para proteinas de diferentes compactagdes, Figura 7,
confirmam a constata¢do de que muitas fungdes importantes de proteinas grandes ocorrem
fora do dominio globular, tendo os subespagos globulares (mais compactos) e nao
globulares (menos compactos) diferentes flexibilidades (Linding, R. et al. (2003) ; Wright,
P. & Dyson, H. (1999) ; Dunker, A. et al. (2002)).

A identificagdo de segmentos altamente moveis (em desordem ou desestruturados),
dentre outros fatores, € essencial para comparagdes adequadas entre diferentes cadeias
protéicas (Smith, D.K. et al. (2003)), com diversas aplicagdes (ver itens i a vi no 2°
paragrafo da segdo 2.1). Ja a previsdo destes segmentos pode acarretar aumento da
expressdo, foldabilidade e estabilidade de uma proteina (Linding, R. et al. (2003)). Em
nosso caso, como a flexibilidade estrutural é uma das bases do nosso modelo (representada
pela separagdo variavel entre os mondmeros consecutivos na cadeia, conforme detalhado no
inicio do Capitulo 3), entdo surge a necessidade de quantificar configuragdes e de se
conhecer em detalhes a fungdo AD desenvolvida para este fim, dai suas variadas aplicagdes,
como nas estruturas idealizadas e das configuragdes intra e inter proteinas, inclusive por
que tais quantificagdes poderdo servir de referenciais para resultados das discrepancias
cruzadas entre estruturas proteina com modelo (geradas, ao longo da simulagdo Monte
Carlo), no Capitulo 3.
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Parametrizagao da cadeia protéica do modelo e o fator
aleatoriedade no processo de folding de proteinas

O sistema empregado na simulago consiste de uma cadeia de tamanho fixo imersa
no solvente, imitando uma solugdo com certa concentra¢do de macromoléculas. No
presente caso, a fragao volumétrica p de ocupagdo do sistema, pelos monémeros da cadeia
e moléculas do solvente, é p = 0,4. Em cada movimento das unidades, tanto do solvente
como da cadeia, a amplitude maxima &,.x de movimentos escolhida foi de Omax = 0,3
(unidades arbitrarias; ver item abaixo), o que juntamente com o valor de p adotado garante
que a relagdo entre movimentos aceitos e rejeitados seja estabelecida como sendo cerca de
50% para as particulas componentes do solvente, no regime de temperatura infinita, T— oo.

3.1 Sistema proteina-solvente: Especificacdo do modelo

O modelo tratado no presente trabalho consiste basicamente de um sistema formado
por uma cadeia protéica de 35 unidades (também denominados aqui por contas, residuos ou
mondmeros) imersa em solugdo aquosa contendo 12.565 moléculas do solvente, estando
todas as particulas confinadas numa caixa cibica de lado 49 (unidades arbitrarias) com
condi¢des periddicas de contorno (Hansen, J. P. & McDonald, 1. R. (1976); Metropolis, N.
et al. (1953)). A caixa cibica ¢ subdividida em pequenas células cubicas unitarias 1x1x1.
Assim, toda medida de extensdo usada neste trabalho guarda uma razdo de
proporcionalidade a esta unidade arbitraria.

Tanto as esferas do solvente quanto as contas da cadeia fitam a diagonal do cubo
referente as células 1x1x1, isto €, ambas sdo do mesmo tamanho, possuindo didmetro D =
3" Note que o presente modelo ¢ definido no espagco 3D continuo (ou fora da rede),
consequentemente a subdivisdo do sistema em células unitaria € feita somente com
finalidade computacional, como contar exatamente o niumero total de vizinhos para cada
particula, ou seja, quais sdo os vizinhos e as distancias destes a uma determinada particula.

Duas particulas quaisquer do sistema sdo consideradas vizinhas, ou em contato
topologico, quando a distancia r entre seus centros forem D < r <d, com a distancia de
corte fixa em d = 8 = 1,63D (Figura 1). Para fins de simulagdo o sistema composto,
proteina-solvente, é considerado sob o ponto de vista de um sistema microcandnico,
portanto tem energia constante (detalhes na se¢do 4.4, do Capitulo 4).
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| Determinando o diametro D das particulas
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Figura 1 - Didmetro dos mondmeros D ¢ distancia de corte o - As particulas, com centro na regido central
(quadrado central em azul ¢ branco). incluindo o contorno, estd em contato topologico com qualquer oultra
dentro da “esfera”™ maior (em vermelho) até a distancia maxima (). com « = 2,83, Todas as particulas do
sistema cadeia-solvente sdo esféricas ¢ de mesmo tamanho, com diametro 2= 1,73,
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Cada unidade / da cadeia esta conectada a outras duas unidades consecutivas i+1 e i-
1 por ligagdes idealmente flexiveis de comprimento £ = D + ¢ . A distancia r entre os
centros de duas unidades consecutivas ao longo da cadeia € governada por um potencial de
pares U, (r), definida como U, (r) = 0 para D <r <({ e U, (r) = » caso contrario (parte

superior da Figura 2a). As moléculas S do solvente sdo também representadas por esferas
rigidas (ou esferas duras) todas com didmetro D, portanto para duas particulas 7 € j
separadas por uma distancia r;; a interagdo solvente-solvente e solvente-cadeia € do tipo
esfera rigida, sendo a energia potencial U(r;;) — « parar;; <D e U(r;;) = 0 caso contrario
(parte inferior da Figura 2a). Cada unidade da cadeia é uma esfera rigida de diametro D

podendo ter os atributos quimicos de um elemento hidrofobico H ou polar P (Figura 2b).
() (h): :

U hee A e L L L L LR LT IT

I8} D+g
" ] =i A
NA NS N T
1 (&7 1
YSomente para os (& |l N/
/,-" monomeros da cadeia.

B
"
!
Interacio tpo eslera rigida
para todas as particulas do
sistema cadera-solvente.

[ e
Dk /
(largurd do pogo de potencial infinito) e o e B N
£ = 0,20 (mostrado na se¢lo 3.1.2); : AT
b= 3 W radn)

e

Figura 2- a) Potencial U, (r). entre pares, para particulas do sistema cadeia-solvente: b) Sistema composto pela
cadcia (formada por mendmeros L (em vermelho) ¢ P{em verde)) e solvente (S (moléculas emazul)).

A interagdo entre os mondmeros da cadeia e as moléculas do solvente depende da
area superficial acessivel de cada mondmero as moléculas do solvente e dependendo da

AVA
AVAYAY

cm 1 2 3 4 2 © 7 unespw].l 120 13 14 15 16 17 18



particula movida, de uma configuragdo A para outra configura¢do B, a probav..

transi¢ao (T(A—B)) para se aceitar, ou ndo, a nova configuragdo B, sera da seguinte forma

T(A— B) = min{exp(-(yAn)/ks1), 1}, com y=2kgT e An=Ang Para mondmeros H (1)
T(A— B) = min{exp(-(yAn)/ksT), 1}, com y=-1kgT e An=Ans ~ Para mondmeros P (2)
T(A— B) = min{exp(-(yAn + y’An’)/kgT), 1}, com y=2kgT, An=Any e y’=-1kgT ¢ An’=Anp
Para moléculas movidas de S 3)
, onde Ang , An,, e An, sdo, respectivamente, as variagdes do nimero de moléculas de
solvente e dos mondmeros hidrofébicos e polares decorrente do movimento da particula
movida H, P ou S. A variavel ¥ é um nivel hidrofobico que depende se 0 mondmero
considerado é hidrofébico ou polar na seqiiéncia de uma proteina; ja a fungdo min{i, j}
significa que € utilizado o menor dos dois valores 7 e j. Neste capitulo estaremos apenas
fazendo uso da probabilidade de transicdo T(A— B).

Assim, a simulagdo Monte Carlo torna-se simples: para cada nova configura¢do B
gerada, sucedendo uma determinada configuragdo A, a transi¢gdo A— B ¢ analisada da
seguinte forma:

(a) A restrigdo de esfera rigida (sobreposi¢do entre particulas) € verificada

para a nova configuragdo B gerada; se esta condigdo for satisfeita (ndo
superposi¢do) passa-se para o item seguinte, ou seja, item (b); do contrario
(superposigdo), passa-se para o item (c);

(b) A nova configuragio € aceita de acordo com probabilidade de transigéo
T(A— B) descrita pelas Equagdes 1-3, que é comparada com um numero
aleatorio r, entre 0 e 1, caso r < T(A— B) aceita-se a nova configuragao B,

caso contrario permanece-se com a configuragao A,

(c) Gera-se uma nova configura¢do B para outra particula movida e volta-se

ao item (a) acima (por um nimero pré-determinado de vezes).

No processo de simulagdo, cada uma das 12.600 particulas ¢ escolhida
aleatoriamente, com a mesma probabilidade entre os mondmeros e as moléculas do
solvente, para se executar cada movimento. Toda vez que o nimero de tentativas de
movimentos for igual ao numero de particulas, ou seja, 12.600 conta-se uma unidade de
tempo, identificada por 1 PMC (iniciais de Passo Monte Carlo).

Na etapa de parametrizagdo da cadeia € realizado, para cada simulagio, um total de
800 kPMC (isto é, 800.000 PMC), gerando assim cerca de 1,01x10" configuragdes. A
simula¢do consta da fase de descarte configuracional (primeiros 100 kPMC) em que se
estabelece o regime de temperatura infinita (kg7 — <), somente com o potencial de esferas
rigida, seguida por 700 kPMC a baixa temperatura, cujo valor sera determinado a seguir.
Nesta segunda fase tanto o potencial de esfera rigida quanto o potencial hidrofobico sdo
considerados, para uma proteina pré-escolhida, no caso a 1tsk.
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3.1.1 Comportamento configuracional global: O fator temperatura

Na determinagdo da temperatura adequada para o processo de folding sao escolhidos
alguns valores estratégicos, para testes, desde baixa temperatura (kg7 = 0,9) em que a
cadeia fica facilmente presa em minimos locais de energia, até alta temperatura (kp/ =
10,0) na qual a evolugdo configuracional da cadeia € limitada basicamente pelos vinculos
estéricos.

Para observar como o empacotamento global da cadeia se da em fungdo da
temperatura, sdo utilizadas grandezas como o raio de giragdo (equagdo n° 1, Capitulo 1),
cujas variagdes dos valores médios para diversas temperaturas registradas em trés
simulagdes independentes, rotuladas por “1”, 727, 3" caracterizadas, cada uma, por
diferentes condigdes iniciais através do emprego de trés conjuntos diferentes de seqiiéncias
de nimeros aleatorios r, para a escolha de particulas a serem movidas e para aceite
configuracional (item (b) acima). Adicionalmente, também foi considerado o desvio
padrdo, Dps . Ambas as grandezas, Figura 3 a e b, sdo mostrados em fungdo de log(ks7),

num intervalo de tempo afastado da fase de descarte, no caso de 401 ao 500 kPMC.

"o
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e o iy 0o f | 0 fT=15 »
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2 E. ?kPT:L? /kB‘T:B'O. 60 ',. @&8-;'31;3 /kS.T" 30
£100 0z 04 06 08 10 0100 02 04 06 08 10
Logtle,T Logik, )
Figora 3- a) Raio de giracdo medio <R> versus log(h,7) de 401 a 500 kPMC em trés simulagdes
independentes <17, =27, 3", b} Desvio padrio Dp,; do raio de giragio versus log(k,7) nas mesmas trés

simulagdes para <R.>,
O comportamento de Dpi em fungdo da temperatura, k57, revela trés distintas regides:

e Para kg7 < 1,3 (Regido A), Dp; depende essencialmente das condigdes iniciais e

neste caso a cadeia fica presa em minimos energéticos locais.
Em 1,3 < k7" < 3,0 (Regido B), Dpg € praticamente independente das condigdes
iniciais e assume valores minimos em Az7 = 1,5, o que significa conformagio tipo
globulo mais bem definida. Para 47" >1,5, Dpg aumenta progressivamente seu
valor até kz7 = 3.0.
Para k37> 3,0 (Regido C), Dps aumenta enormemente seu valor com o aumento da
temperatura, devido a fortes flutuagdes no tamanho e forma do globulo, sendo que
para altas temperaturas, kg7 em torno de 10,0, ja notamos uma saturagdo no valor de
Dpr}‘
Em k3T = 1,5 a cadeia sempre, independente das condigGes iniciais, colapsa numa

conformagio tipo glébulo compacto, com tamanho de globulo termodinamicamente mais
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bem definido, pois as flutuagGes térmicas sdao suficientemente grandes para romper com
contatos hidrofobicos ndo otimizados, dai passamos a utilizar esta temperatura (kz7' = 1,5),
inclusive, a seguir, para a determinagdo do valor mais propicio do comprimento maximo, &,
entre os mondmeros consecutivos na cadeia do modelo.

3.1.2 Parametrizagcdo da cadeia: A separagao relativa entre mondmeros

consecutivos

Para verificar como e em quanto o valor do comprimento € (Figura 2) afeta o
empacotamento da cadeia, o grau de sucesso em encontrar configuragdes proximamente a
estrutura nativa da proteina Itsk, e o desempenho computacional do programa, sao
utilizadas grandezas como o raio de giragdo, a percentagem de movimento aceito para os
mondmeros na cadeia e a fungdo discrepancia configuracional (Capitulo 2) entre as
configuragdes da cadeia modelo simulada e a estrutura nativa da 1tsk.

Na simulag@o (na condig@o inicial 1), apés cada Passo Monte Carlo, verifica-se qual
a discrepancia cruzada, AD, entre as configuragdes da cadeia sendo simulada e a da
proteina, armazenando-se estes valores durante 1000 PMC (ou 1 kPMC), em seguida €
determinado o menor destes valores, tendo-se assim a discrepancia configuracional minima
global deste intervalo de tempo, ADmin, repetindo-se este processo a cada 1 kPMC tem-se a
evolugdo de ADnin ao longo da simulagdo, com alguns valores estratégicos de
comprimentos €, dos pequenos aos grandes (Figura 4), indo desde € = 0,16 (ou 0,09D) até €
=3,0(1,7D).

028, : s=0.16

Iz;=[‘..:ﬁ
Joo ! e
i [y ‘43

022 g 11 ;ff@-

s028
) 026

Figura 4 - [)iscrqlaﬁn'cia minima, AD,,, a cada | kPMC, entre configura¢des modelo (da simulagio) com a
proteina sk, para virios comprimento € entre mondineros consecntivos no modele - As melbores
aproximagdes configuracionais, entre modelo ¢ proteina, ocotrem com discrepancias abaixoe de 0.17 (o por
quie deste valor para a Ttsk serd mostrado na Tabela [ deste capitulo), destacado por retas prefas horizontais,
estando estas aproximagoes emede 0,18,0,2,0.24 ¢ 0.4,

Obs. Tempaos negativos (de -100 a 0 kPMC) correspondem a fase de desearte configuracional, a temperatura
infinita.

Na Figura 4, observa-se que as melhores aproximagdes entre modelo e proteina,
fornecidas por ADyin, no transcorrer do tempo de simulagdo, ocorrem para pequenos
valores de €, particularmente em 0,18, 0,2, 0,24 e 0.4. Em todos estes casos houveram
acessos a discrepancias ao redor de 0,14, quando ocorre a maior semelhanga entre as

configuragdes modelo com a proteina 1tsk.
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A partir dos resultados obtidos pela aproximagido configuracional entre modelo e
proteina, Figura 4, pode-se reduzir os casos a serem analisados mais minunciosamente,
ficando com ¢ entre 0,18 e 0,4, onde ocorrem as menores € mais freqiientes discrepancias
minimas.

Durante a simulagdo, para os seis diferentes valores de €, entre 0,18 e 0,40, calcula-
se AD entre a configurag@o nativa da proteina 1tsk e as configuragdes geradas e armazena-
se 0 menor destes valores, representado por ADy,,, dentre cada intervalo de tempo 7 de 1
kPMC (ADmin (7), 1* linha da Figura 5, com os seis melhores valores de €, da Figura 4).
Adicionalmente verifica se a ocorréncia de AD < o, acumulando toda vez que isto ocorrer
na frequéncia de discrepancia f (AD < o), sendo f um numero inteiro que satisfaz 0 < AAD
< o) < 1000, 2° linha da Figura 5, € & = ADpi, () + 0,05. Também foi averiguada a
percentagem de movimentos aceitos para os mondmeros na cadeia protéica do modelo, 3°
linha da Figura 5.

028F'=0'18

E0.264 |

i

) h & am md & @ vt

-I&b X0 400 800700 Te I & arw wo i &0 e wé @Ay s *
® empo (FMC)

Figura 5 - Discrepéncias AD,,, (as mesmas da Figura 4), freqiiéncias f(AD < o) e a percentagem média de
movimentos aceitos na cadeia, para seis valores do comprimento €, a cada IkPMC - A medida que ¢ aumenta
ocorre diminuigdo na freqiiéncia dos valores de f(AD <) e aumento da quantidade de movimentos na cadeia.

Nota-se nos menores valores de €, as maiores freqiiéncias f (AD < o), 2" linha na
Figura 5. Contudo, nestes casos ha poucos movimentos aceitos na cadeia 3" linha na Figura
5, de fato abaixo de 10%. O fato de f(AD < ), ser grande para pequenos valores de €, é
decorrente de muita rejei¢do nos movimentos da cadeia. Ja para maiores valores de € (0,3 e
0,4) as freqiiéncias f (AD < a) sd@o mais reduzidas, mas os movimentos aceitos sdo
significativamente maiores. Para € = 0,4, as fragdes de movimentos aceitos ficam proximas
de 20%, sendo este valor quase a metade da freqiiéncia dos movimentos aceitos para o
solvente (50%, resultados estes ndo mostrados aqui), consequientemente, requerendo menos
tempo de simulagdo para verificar as mesmas alteragdes na cadeia observadas em ¢
pequenos. Por exemplo, em € = 0,4 ha cerca da metade do tempo de maquina requerido
para € = 0,2. Portanto € = 0,4 foi o valor escolhido.

A escolha por € = 0,4 satisfaz dois critérios importantes: primeiro fornece boa
aproximagao configuracional entre o modelo e a proteina; segundo oferece melhor
desempenho computacional.
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Para completar a analise, com € = 0,4, foram realizadas trés simulagdes, com
diferentes condig¢des iniciais, Figura 6.
Simutacao 2

i
By

Figura 6 - Variacdo dos Raios de giragio médios (<R >) ¢ Discrepancias minimas (AL, ) durante o tempo
MC, em irds simulagdes diferentes, para & = 0,4 - Nas teés simulagles, nota-se reguladdade o
cmpacotamento da cadeia (dada por <R, apds SORPMC). € nos acessos proximo a configuracdes nativa da
proteina ltsk (com muitas AD, < 0.17. veja pontos abaixo da reta preta horizontal no graficos de AD,,,
versus Terpo MC).

Nas diferentes simulagGes, a cadeia assume rapidamente (a partir de S0 kPMC) uma
forma tipo globulo bem definido e ocorrem acessos a ADy,, abaixo de 0,17 em muitos
instantes distintos durante a simulagdo. O valor de 0,4 corresponde a cerca de 23% do
tamanho dos mondmeros esféricos.

Determinado o valor mais adequado para o comprimento maximo € entre os
mondmeros consecutivos na cadeia do modelo, passamos, a partir daqui, a utilizar este nas
simulagdes (num regime de temperatura infinita, kg7" — o), somente com o potencial de

esferas rigidas (U, (r), Figura 2). Tal potencial é ndo especifico, por ndo proporcionar

nenhuma preferéncia interacional entre as particulas do sistema cadeia-solvente, e também
ndo estabilizador, pelo fato da cadeia protéica do modelo nao ter nenhuma configuragdo ou
forma preferencial. Porém tal potencial se mostra propicio para acessar grande parte do
vasto espago configuracional disponivel para uma cadeia, pois pode se obter
desvinculadamente, numa ampla faixa de compactagdo da cadeia, semelhangas entre estas
configuragdes aleatorias “quaisquer” e estruturas de proteinas. Os resultados de tais
semelhangas podem, entre outros aspectos, mostrar como se processa O acesso as
configuragdes nativas das proteinas e também podem servir de base para outras situagdes,
por exemplo, quando houver outros potenciais na simulagao MC.

3.2 Configuragdes random coil de uma cadeia imersa no solvente

Dentre as varias interagdes energéticas encontradas nas proteinas (van der Waals,
ligagdo de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, € outras como pontes
dissulfeto), o de esfera rigida € tido, como uma representagdo interacional que se constitui
em ingrediente fundamental e utilizando em praticamente todas as diferentes abordagens do

54
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estudo protéico, inclusive no problema do folding. O impedimento estérico, dado pelo
efeito de esfera rigida (representa a interagdo repulsiva do potencial de van der Waals), se
mostra presente em inumeras situagdes nas proteinas (Campbell, M. K. (2000); Fitzkee, N.
C. & Rose, G. D. (2004)). Dentre estas situagdes citamos algumas delas como:

- Os angulos diedrais ¢ e y (ou angulos de Ramachandran) podem teoricamente
assumir quaisquer valores entre -180° e 180°, mas devido o impedimento estérico somente
parte destes valores sdo possiveis; adicionalmente, mesmo que muitos dos angulos ¢ e v
restantes sejam possiveis, dependendo dos residuos ao longo da cadeia, ainda assim as
restricdes estéricas podem ndo permitir interagdes estabilizadoras como as das a-hélice.

- A geometria do residuo prolina (Pro) faz com que ele nao se acomode numa o-
hélice, mas o torna perfeitamente adaptado numa volta reversa (curva em angulo fechado),
presente em inumeras proteinas, como a mioglobina e hemoglobina.

- O pequeno tamanho da glicina (Gly), a torna o unico residuo a se acomodar em
alguns pontos cruciais de uma proteina, como na hélice tripla do colageno.

O uso do potencial de esfera rigida para gerar configuragdes aleatorias em
simulagdo Monte Carlo, ja foi vastamente empregado (Cantor, C. R. & Schimmel, P. R.
(1980)), inclusive relacionando grandezas como os raios de giragdo e distancia ponta a
ponta (D, distancia euclidiana, entre o primeiro e o ultimo residuo da cadeia). Aqui, as
configuragdes de uma cadeia imersa no solvente aquoso sao abordadas em duas etapas:

- Na primeira (secdo 3.2.1) sera feita a caracterizagdo destas configuragdes quanto a sua
compactagdo e contatos entre seus monomeros;

- Na segunda etapa (se¢do 3.3) serdo feitas comparagdes configuracionais destas
configuragdes com outras configura¢des “alvos” tanto do modelo quanto de proteinas, por
meio da fungdo discrepancia configuracional, AD e mapas de distancia.

No presente contexto, entendemos por configuragdes alvos, configura¢des da cadeia
do modelo, escolhidas estrategicamente durante uma simulagdo MC, para efeitos diversos
de comparagdo configuracional. Tais comparagdes sdo feitas, durante a simulagdo, entre
configuragdes da cadeia do modelo, ou entre estas e as estruturas nativas escolhidas para
estudo (Apéndice, apds o Capitulo 5) neste trabalho. Também as estruturas nativas sao
referidas como configuragdes alvos.

3.2.1 Caracterizagdo quanto a compactacao e contatos intra cadeia

A caracterizagdo de configuragdes pode ser feita por grandezas que medem
globalmente a compactagdo da cadeia e os contatos entre mondmeros nestas cadeias. No
presente caso tais grandezas devem tornar possivel a comparag¢do entre duas configuragdes
quaisquer, como configuragdes alvos e random coil do modelo e entre estas e as estruturas
das proteinas reais utilizadas aqui. De fato a capacidade de comparar configuragdes de
diferentes resolugdes espaciais € a principal caracteristica que se espera de uma ferramenta,
que mede semelhangas e diferengas configuracionais, como a fung@o discrepancia descrita
no Capitulo 2.

As configuragdes alvos do modelo sdo escolhidas numa etapa inicial de simulagao,
que envolve 400 kPMC, em seguida s@o geradas as configuragdes random coil, ap6s cada 1
PMC (de 1 a 600 kPMC), totalizando 600.000 destas configuragdes, num tempo total de
simulagdo de 1000 kPMC.
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Inicialmente procede-se a caracterizar estas configuragdes random coil, quanto ao
nivel de empacotamento e contatos entre seus residuos, e so entdo se processa a analise do
quanto tais configuragdes se assemelham as configuragdes alvo do modelo ou proteinas.

As configuragdes random coil podem ser também caracterizadas (Figura 7), quanto
aos contatos entre seus residuos, pelo numero de contatos topologicos e pela ordem destes
contatos. Ja o seu empacotamento pode ser estabelecido pelo raio de giragdo e distancia
ponta a ponta. Para a contagem da frequiiéncia destas quatro grandezas, estas sdo arranjadas
em intervalos, por exemplo, unitarios, significando que seu valor estiver entre 0,0 € 1,0 ou
1,0 € 2,0 ou 2,0 e 3,0 estes passam a ser, respectivamente 0, 1, 2 e assim sucessivamente;
sendo as freqiiéncias destas grandezas referentes a ocorréncias destes valores.

Para se quantificar os contatos topologicos, ou seja, determinar o nimero n de
residuos que estdo em contato (vizinhos) com o i-ésimo residuo, sdo excluidos os dois
primeiros residuos consecutivos do residuo 7 ao longo da cadeia (isto €, i com i-1, i-2, i+1 e
1+2), como foi feito na fung@o discrepancia, AD (Capitulo 2). Além disso, os residuos
devem ter distancia euclidiana com outros residuos menor do que uma distancia predefinida
de corte, d..

A ordem de contato, ¥, € definida como:

Z:(N—l)‘Zvu!q. 4)

onde (N-1) é o comprimento da cadeia de N residuos; n é o numero de contatos

iy el . N-2
topolégicos, podendo n variar idealmente desde O (zero) até M = [ 5 ]: 528 contatos

(Equagdo 3 do Capitulo 2), o maximo de contatos na cadeia; e vij = (j — i), com j > i € o
namero de residuos ao longo da cadeia entre os residuos 7 e j em contato topologico.

O valor da ordem de contato y (equagdo 4) ¢ idealmente restrito ao intervalo 0 <y
< 1, mas para proteinas reais y € tipicamente pequeno ((Bonneau, R. et al. (2002),

Grantcharova, V. et al. (2001))), x < 0,2.
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Figura 7 - Freqiieneias dos contatos topoldgicos(a), das ordens de contato(b), dos raios de giragio(c) ¢

distdncias ponta a ponta(d) das configuragoes ramndom coif geradas em 600 KPMC, para a primeira simulagao,

de um total de nove simulagoes, todas apresentando resultados quase identicos aos mostrados acima. Se a

distancia de corte for pequena, como em d, = 2,2, ds vezes, ha configuragdes sem contatos topologicos (n=0);

para este caso foi estabelecido um valor ficticiode y = -0.1 (Figura 7b). O ¢ritério para escolha das distancias de

corte, foramd.=2.0(=D); 3.2=2.0.D:42=25D; 17.3=-10D.

Obs. - Cadadistincia D, ¢ referente a apenas uma distineta, para cada conliguragdo, assim /(D ), Figura 7d.

tica mais dependente da simulagdo, por exemplo, o valor quase constante de /D, ) em D ao redor de 15 nao

foi verificado nas outras oito simulagoes.

-Osvalores de /2 sdo agrupados em trés intervalos (1,0 0.5: 0,25) devido 2 mener variagdo que 1,

A distribuicdo das freqiiéncias de ocorréncias, f (n;) dos contatos topologicos,

arranjados em intervalos unitarios (n;, Figura 7a) depende da distancia de corte, d., ja que
com o aumento de d. (de 2,2 e 4,2) aumentam se os valores e as quantidades destes

contatos. Assim, f (n;) muda drasticamente sua distribui¢do variando sua amplitude
maxima e sua largura. As distancias d. grandes (d. 2 4,2) passam a ser basicamente

ilustrativas do comportamento de grandezas como m e %, pois ndo tornam possivel
identificar adequadamente diferengas estruturais nas ramndom coil, dai nos proximos
resultados serdo empregados apenas d. de 2,7 e 3,2. Nos casos extremos da distancia d. a
freqiiéncia dos contatos topologicos (Figura 8) se torna tnica e tem valor igual ao nimero
M de cadeias geradas, no caso M = 600.000.
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A Parad, = D com 1 = 0: ou d, = (N-1)D) com 7 = A . tem-se
Numero de contiguragdes peradas SIRY . = . .
AUIICEO U8 CORTIBUIACOCS pRLaCaS £} igual ao ndinero de configuragdes geradas, respectiva-

mente. deslocada totalmente para a esquerda ou para a dircita,

D <d,<(N-1)D

Distribuicio da fregieneia de n

=

‘f—l T S /- H > ,fhg“""“-.
D 10D (N-1)D dt. Wt mi:'.-}.

Figura 8 - Distribuigdo genérica para as freqiiéncias de ocorréncia dos contatos topologico 1, em tungio da
distanctia de corte, d, das configuragdes random coil - A fregiiéncia de cada contato 1. por exemplo. 3= 5 se
altera dependendo da distincia o . jd o mimero total de contatos é sempre constante e igual a M (=328).

Obs. De fato tem-se £ (i) = otmero de configuragdes geradas em 1=, jd na distancia J, ao redor de 17,0,
conforme se nota pelos grificos das Figoras 7a (grafico pequeno) e Figora 7d.

As frequiéncias das ordens de contato, arranjadas em intervalos de 0,1 (Figura 7b),
sdo pouco sensiveis quanto variagdo da distincia de corte d., pois as trés curvas sao
razoavelmente semelhantes, mas ha grande predominancia da freqiiéncia de ocorréncia em
o1 = 0,1, indicando que nas configuragdes random coil, os contatos ocorrem majoritaria e
preferencialmente entre residuos proximos ao longo da cadeia.

Pelas frequiéncias dos raios de girag@o f (Rg:) verifica-se que as cadeias random coil
possuem predominantemente 4,0 < Rg < 7,0, pois nesta faixa mais facilmente se acessa o
espago configuracional disponivel para a cadeia, visto que a cadeia ndo estd em
compactagdes extremadas (muito compactas ou muito distendidas). Para 4,0 < Rg < 7,0,
nota-se razoavel uniformidade, em f (Rgo2s), como decorréncia da utilizagdo somente do
potencial de esfera rigida na simulagdo; pode-se notar também as configuragdes muito
compactas (abaixo de 4,0) sendo mais raras do que as muito distendidas (acima de 7,0),
pois nestas ultimas os raios de giragdo se reduzem mais lentamente (Cantor, C. R. &
Schimmel, P. R. (1980)).

As distancias entre as pontas, Dyp1, ocorrem majoritariamente entre 5,0 e 20,0, pois
configuragdes extremadas (com pontas muito proximas ou muito distantes), com no caso de
Rg, sdo mais dificeis de serem acessadas, embora estas distdncias possam hipoteticamente
variar desde o seu didmetro D = 1,73 até /3L, onde L = 49 ¢ o lado da caixa cubica
contendo o sistema cadeia-solvente.

Pelos resultados mostrados na Figura 7, tem-se resumidamente que as configuragdes
random coil, sdo, na maioria das vezes, encontradas com baixa ordem de contato, 3 = 0,1 e
com compactacdo predominantemente de Rg = 5,0 e 6,0 e distancia entre as pontas mais
freqientes em Dy, = 11,0 (tais valores para Rg e Dy, estdo proximos dos previstos
teoricamente Doi, M. (1996)); dentre estes resultados, ha dois ingredientes também
encontrados em proteinas reais, sio eles:

- Baixa ordem de contato, %: Como nas configura¢des random coil (Figura 7b), nas
proteinas nota-se preferencialmente y com valores pequenos, pois as interagdes locais (com
% pequenos) ocorrem mais precocemente no processo de folding (Baldwin, R. L. & Rose,
G.D. (1999); Lattman, E. E. & Rose, G.D. (1993)), assim restringindo subseqiientes
eventos neste processo e influenciando decisivamente nas interagdes ndo locais (com ¥
grandes), dai determinando suas possibilidades de ocorréncias.
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- Diferentes compactagdes: As proteinas (com mesmo numero de residuos) podem
possuir variadas composi¢ées de estruturas secundaria, terciarias, tendo assim grande
diversidade de formas, podendo tal diversidade ser, em parte, expressa por diferentes
compactagdes, medidas pelos raios de giragdo, Rg. O cruzamento dos resultados das ordens
de contato (y, Figura 7b) com os raios de giragdo (Rg, Figura 7c) das configuragdes random
coil podem fornecer informagdes (Figura 9) sobre como seria a relacdo entre estas duas
grandezas, além destes serem ingredientes adicionais para o entendimento de estruturas
complexas, como sdo as proteinas. Por simplicidade mostramos resultados apenas das
quatro primeiras simula¢des de um total de nove, ja que tais resultados sdo analogos.

1.0 Simulagéo 1 1Sitmla§ao 2
[~ -Begido 11 ‘e L
’ 2

‘Simulagio 4

oy

0.0 :

T 5t 8 5 10 5 W
Raio de giragdo, R

Figura 9 - Configuragdes random coil caracterizadas pelo Raio de giragdo (R;;) e ordens de contato () para
distancia de corte d= 2.7 (em preto) e 3.2 (em verde)) em quatro simulagdes (cada uma com 60.000 pontos)-
Nota-se. cmtodas as simulagdces, figuras com contornos diversificados ¢ alguns locais isolados ("ilhados™).
NaRegido I (R; < 5.0)avariagdo de y além de ser maior tem sua distribuicdo mais dependente da simulagéio:
NaRegido 11 (5.0 <R;<7.5) o aumento do raio de giragdo levam a diminuigdo progressiva da orden de contato
maxima, a excecio de configuragdes peculiares, em forma das letras U ou V. tipo proteinan’ 14, 1zdc:
NaRegido 111 (R;; > 7.5) estruturas random coil mais distendidas, apresentam ordens de contato. normalmente
abaixo de 0,2. Com o aumento das distancias d,, de 2,7 para 3,2, comega-se perder muitas informagoes sobre os
contatos topologicos. representado pelos pontos pretos contornando verdes, por isso ndo utilizadamos d,.> 3.2,
Obs. - Asfreqiiéncias de R; ey, se mostram idénticos aos da Figura 7. diferenciando-se porum fator 10. jaque
naquele caso foi utilizado 600.000 conliguragdes ao invésdas 60.000 daqui. obtidas apos cada 10 PMC.

Observando as variagdes das ordens de contato, ¥, com a compacta¢do, Rg, nas
nove simulagdes realizadas, € possivel identificar as regides I, II e III para Rg, tendo estas
as seguintes caracteristicas principais:

- Regido I (Rg < 5,0), ha proporcionalmente muitas configuragdes random coil com

altas ordens de contato (y > 0,4), contudo os acessos a tais configuragdes sdo bastante
dependentes das simulagdes, ja que estas configuragdes, por serem muito compactas, nem
sempre sdo facilmente acessiveis. A existéncia de grandes ordens de contato aliada a grande
compactagdo torna esta regido a preferida para a existéncia de estruturas mais complexas,
como as compostas por diversificadas composigdes, semelhantes a rfurns, folhas 3 e a-
hélices.

- Regido II (5,0 < Rg < 7,5), contém a maior parte das configuragdes geradas nas
simulagdes (como mostrado na Figura 7c) e com a diminuigdo progressiva da compactagao

59

AVA
AVAVAY

2 3 4 2 © 7 unespw].l 12 13 14 15 16 17

18



das cadeias, geralmente os contatos se tornam progressivamente mais locais, representado
pela diminui¢do das ordens de contato maximas para os Rg. Nesta regido ainda pode-se
notar algumas configuragdes com disposi¢des peculiares, por exemplo, na forma da letra U
ou V (cujas estruturas sdo parecidas com a proteina n° 14, lzdc (14 = 0,53 e 0,32,
respectivamente para distancias d. = 4,2 e 5,0), mostrada no topo da Figura 9), sendo estas
consideradas peculiares por serem menos compactas, mas ainda possuindo altas ordens de
contato, caracteristico da Regido I.

- Regido III (Rg > 7,5), ocorrem estruturas mais distendidas, ou menos compactas,
com as menores ordens de contato (geralmente x < 0,2), sendo esta regido a preferida para
estruturas sem muitas dobras e voltas, como longos segmentos parecidos com o-hélices,
pois nestes casos ha grandes R e pequenas ¥.

Em todas as trés Regides (Figura 9), o acesso as configuragdes com baixa ordem de

contato (na faixa x < 0,2) ocorre facilmente, além desta ser a unica faixa de y existente

independente da compactagdo, como pode ser constatado pela continua area preenchida
tanto em preto quanto em verde. Tais resultados confirmam os verificados em muitas

proteinas reais, onde estes sdo tipicamente pequenos, ¥, < 0,2. Contudo deve se considerar

que nas proteinas os valores de ¥ também sdo dependentes da compactagdo da cadeia
protéica e da distancia d. (Figura 10).

1.0,Simulagdo 1 1Simulagéo 2
0.8 ; b
0.64
0.4+

;:02. ,.7-: " -

T T s 78 370 33

@ 1.0¢Simulagédo 3 ‘Simulagdo 4
0.8 I dﬂ=2,7|.
0.6 '
0.4
0.2
0.0

ARG R: (ICB9HI0SAn 4
Raio de giragdo, R,

Figura 10 - Relagdo entre ordens de contato das proteinas ¢ random coil - As ordens de contato, 7. das
proteinas (pontos conectados por retas ambos em vermelhos ¢ repetidos quatro vezes), quase sempre.
apresentam-se como casos particulares das , das configuragdes random coil (pontos em verde, com d.=2.7),
pois as primeiras geralmente estio contidas nas segundas. Nos graficos desta figura as distancias de corte, d.. ¢
os raios de giragdo. R, nas proteinas, sdo divididas por 1.8, ou s¢ja. d, € de 5.0 ao invés de 2.7 no modelo e R,
varia de 8,0 a 17.0 ao invés de 3.0 e 10.0 no modelo. Eventuais questdes de escala. como o fator 1.8. nio
dificultam comparagdes entre estruturas proteina com random coil, pois a fungdo discrepdncia, AD, ¢
invariante quanto a escala (Capitulo 2).
Obs.- Pela disposigdo entre os pontos verdes ¢ vermelhos acima constatamos que com as estruturas random
coil é possivel se ter estruturas mais compactas. mas nio mais distendidas, que as das proteinas.
- Ndo mostraremos os resultados que revelam um fator 1,8 (mais especificamente este valor ¢ de 1,77+ 0,15)
para a relagdo entre os raios de giragdo das proteinas com os raios de giragdo médios das cadeias do modelo.
que mais s¢ aproximam das proteinas, nas nove simulagdes.
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Assim, proteinas com ordem de contato grande (>0,2), s3o possiveis, embora raras

e sob este aspecto as estruturas nativas das proteinas se apresentam como casos particulares
das random coil.

Apos caracterizar globalmente as configuragdes random coil (Figuras 7, 9 e 10),
inclusive identificando, nestas, padrdes e caracteristicas também existentes em proteinas
reais, passamos a verificar mais peculiaridades destas estruturas aleatérias, ao medir suas
semelhangas com outras configuragdes predeterminadas, denominadas alvo (do modelo e
das proteinas). Para essa finalidade sera empregada a fungdo discrepancia configuracional,
AD, ja descrita anteriormente.

3.3 Semelhangas configuracionais: As Discrepancias cruzadas

minimas globais (ADpinG ) € médias (<ADminG >)

O estabelecimento dos valores limiares das discrepancias, refletindo as semelhangas
entre configuragdes alvo e as random coil, é indispensavel, para o correto entendimento do
empacotamento das proteinas e também podem servir de base quando houver outros
potenciais na simulagdo MC. Para que as semelhangas entre estruturas possam ser
analisadas de maneira ampla foram escolhidas como configuragdes alvos, varias
configuragdes da cadeia, obtidas por simulagdo MC (random coil) e 27 proteinas com 35
residuos, representando estruturas de variadas compactagdes e composi¢des de residuos de
aminoacidos.

3.3.1 Semelhangas entre configuragdes alvo do modelo e configuragdes random

coil

No processo de comparagdo entre as estruturas alvo e random coil de cadeias do
modelo, ha duas fases principais.

Na primeira, ao longo de uma simulagdo especifica sdo geradas e recolhidas
diversas configuragdes que comporao o conjunto de configuragdes alvo. Eles representam
uma ampla faixa de compactagdo caracterizada pelos respectivos raios de giragdo; sio
escolhidas ao final de cada 1.000 Passos Monte Carlo, sendo que, em geral, sdo separadas
uma das outras por pelo menos 3 kPMC, o que garante muito baixa correlagdo entre elas.

Na segunda fase uma nova simulagio (independente) da evolugdo configuracional é
realizada, e a configuragdo obtida apos cada PMC € usada para se determinar a sua
correspondente discrepancia, em relag@o a cada configurag@o do conjunto de configuragdes
alvo, previamente selecionadas. Em cada simulagdo desta categoria sdo realizadas 600.000
comparagdes, Figura 11.
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a) 1” etapa (-400.000 a 0 PMC) 2 etapa (1 @ 600.000 PMC)
GERANDO CONFIGURACORS

O'PMC
» 2 Si lacho 3 Simulacho 4 Simulacio 5 Sim

J‘ﬁ ;\‘lrl ﬁlil"ﬁh .ﬂf L Ilf“'r J h il
- ot FELAE

A

B 0wt son &30 w0 Bon & 500 w5 oo & 506 450 son & 550 +06 hoo & 50 46 woo &5 i w00 & gk w w0 & FeG o eon  \,
Figura“]"rf lI'‘)F;:i..::;;(:]:uin{:iats cruzadas: a) Numa 1" fase sio geradas e escolhidas as configuragdes alvos (do
modelo); em seguida, numa 2’ fase, através de uma simulago independente da evolugdo configuracional das
random coil, sdo feitas comparagdes com as configuragdes alvo através da fungio discrepancia, AD; b) A
variagao temporal dos Raios de giragao médios, em 600 kPMC, de evolugao configuracional das random coil,
mostra valores desde muito compactactos (R; abaixo de 5,0) até os muito distendidos (R; acimade 7,0).

A comparagio configuracional com as alvos se processa de forma a se determinar a
minima discrepéancia alcangada possivel, no tempo MC equivalente a 600.000 PMC, queéa
janela de tempo utilizada. Assim, a configuragéo ao final de cada PMC ¢ comparada, via
discrepancia AD, com cada uma das configuragdes alvo. Ao final da simulagdo para cada
uma das estruturas alvo, de diferentes compactagdes, tem-se a maior semelhanga possivel
alcancada com as configuragdes random coil, sendo a fungdo discrepancia denominada
discrepancia minima global (ADming). Tal procedimento é adotado em nove simula¢des
independentes (em diferentes condigGes iniciais de simulagdo). O conjunto de
configuracgdes alvo é composto por 569 configuragoes de diferentes Rg (Figura 12).
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|~ qli )
<AD, > Esd(<AD . >)
10,121 0,02, 123 Ponlos

Reg|éo ] [ Ajuste Linear AD (R} |
Equacéo da reta (Regido ll): AD_ . = aR_ + b, sendo

! a=-0.016+0.001: b=0.18 +0.07; 272 Pontos
% coelidente de corelagao S =-067 + 0,01, 272 pontos

Regiao Ili
<D, > £ 5d (<D, )
0,06 +0,01; 174 Pontos

10
R, das conf. alvos do modelo
Figura 12 - Discrepdncias minimas globais, AD .. obtidas apés nove simulagdes independentes, em funcio
dos ratos de giragdo, £, das 569 estruturas alvos do modelo (total de pontos acima) - E possivel identificar irés
Regides:

Regido | Estruturas compactas (R, < 3.0) comAD, emeeralde 0.10a0.14.

Regido 11: Estruturas com compactacio intermediaria (5,0< R, < 7.3), com AL, decrescendo lincarmente

comoaumentodo R, sendo S o fator de correlagio linear para 2 equacdodareta AD,  (R,,).

Regido [1: Estruturas distendidas (R, > 7.5) com AD, | oscilando ao redor de 0,06.

Obs.: - As seguintes quantidades de estruturas alvos do modelo loram usadas, respectivamente, em cada uma
das nove simulagoes independentes: 533, 68,46, 52,72, 55,50, 67 ¢ 36, totalizando as 369 configuragocs alvo.

- Por serem mais raras que as demais, para coletar mais configuragdes muito compactas (R, < 5.0) fo
exceutada adicionaimente a décuma simulagdo, para mais 66 estruturas alvo

- Otermo sd (iniciais do Inglés, square deviation), emsd (<AD,, > )¢ o desvio padrao de <AD,, .

Pela Figura 12, de forma geral, temos que:

As discrepancias minimas globais, ADping, S80 menores para as cadeias mais distendidas,
R grandes (Regido III), pois € razoavel admitir que para duas cadeias distendidas ndo ha
muitas formas de se diferenciarem entre si, e o valor de AD G, fica em 0,06 + 0,01, como
alias foi demonstrado no Capitulo 2.

No outro extremo, isto €, para cadeias muito compactas (Regido I), ha muitas formas
distintas das cadeias diferirem entre si, como manifestado por ADpi,g, basicamente
variando no intervalo compreendido por 0,12 + 0,02. Na parte intermediaria (Regido II, de
5,0 < Rg < 7,5) @ ADping se comporta linearmente, diminuindo com o aumento de Kg, €
variando predominantemente entre 0,11 e 0,06.

A segmentacao estabelecida pelas trés regides foram determinadas arbitrariamente,
unicamente baseada na constatagdo visual do comportamento do valor de ADpyinc €m
fungdo de Rg.

Uma vez determinada, em trés regides, a relagdo entre as discrepancias
configuracionais minimas globais em fungdo da compactagdo das estruturas alvos do
modelo, passa a ser util agora verificar, primeiro se estas regides continuam existindo em
proteinas reais, segundo, como se daria 0 acesso a estrutura nativa destas. Assim, agora as
estruturas alvos passam a ser as proteinas e a natureza das random coil continua sendo a
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mesma das configuragdes ja empregadas até agora, totalizando nove diferentes simulagdes
para cada caso.

3.3.2 Comparagdes entre configuragdes protéicas e random coil

Como configuragdes alvos, agora sdo utilizadas todas as proteinas de 35
aminoacidos, retiradas do “PDB”, num total de 27 proteinas. Neste conjunto de proteinas
tem-se grande diversidade de estruturas secundarias, de compactagdes e de diferentes
condi¢des de enovelamento. Na simulagdo Monte Carlo utiliza-se, para a descrigdo espacial
das estruturas protéicas, as coordenadas dos centros de massas dos aminoacidos. E
importante frisar que o presente estudo levando em conta todas as proteinas (independente
se estas sdao fibrosas, globulares ou de membrana) e foi feito sem qualquer interagio
energética para o sistema cadeia-solvente. Mesmo com a utilizagdo do potencial
hidrofobico ja restringiremos as proteinas, de nosso estudo (Capitulo 4), as
conformacionalmente compactas, pois o presente modelo ndo inclui ainda as
especificidades estéricas dos diferentes aminoacidos.

As configuragdes random coil do modelo, e a maneira como sdo feitas as
comparagdes destas com as configuragdes alvo (agora, as 27 proteinas) sdo analisadas
como antes (Figuras 11 e 12). Porém, embora as estruturas alvos permanegam as mesmas,
nas diferentes simulagdes, mas em numero muito mais reduzido, agora passa a ser mais
conveniente individualizar os valores de ADping € destacando suas médias <ADqinG >, das
nove simulagdes independentes (Figura 13a). Também porque nestas simulagdes, para cada
uma das 27 proteinas, verifica-se que as discrepancias minimas globais, ADpinG, no geral,
estdo variando dentro de uma faixa de até 0,03 (este resultado, sera comentado adiante,
Figura 16), dai é razoavel, e facilita a analise, apresentar somente os valores médios das

discrepancias minimas globais, <AD,in¢> para os R¢ (Figura 13b).
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ﬂw:sd(«q,gﬂ umqm

b=03+008 S=077 0@

Regizolll
<0, 2>t (<0, )
051 +00B

T—

9 10 1 12 B U 15 B 17 8'91011&13141516.,1)7
R s aa. avos p'décas(A) pat§icas (A
Figura 13 - a) Discrepancias minimas Globais (AD,,,;). em 9 simulagdes independentes e suas médias
(<AD,;,;> destacada por pontos coloridos conectados por retas) em fungdo dos raios de giragdo. R, das 27
estruturas alvos protéicas - Pela maneira como as discrepancias variam paraos R; notar asregioes: -
Regido I (R;< 9.0; 12 proteinas): Nesta regido estdo as proteinas de maiores comple\ldddes estruturais.

Regido II (com 9.0 <R;< 14.5: 9 proteinas): Nota -se um comportamento decrescente da <AD,, ;> como
aumento do R proteico. Nas diferentes simulagdes o coeficiente linear S variade 0.61 2 0.90.

Regido 111 (R;> 14.5; 6 proteinas): A <AD,,.. > média das 6 proteinas fica em tomo de 0.05 ¢ nas diferentes
simulagdes sdo geradas mais ou menos configuragdes muito distendidas.

b) Sdo mostradas apenas as <AD,;,; > de cada proteinas (pontos circulares coloridos. conectados por retas, o
mesmo da parte “a” desta Figura) e a reta em verde interpolando os pontos na Regido II. Na Regido I ( pontos
vermelho) ¢ possivel identificar dois subgrupos dc protcinas, com altas <AD,; ;> maiorcs que 0,16 ¢ baixas
<AD, ;> menores que 0,15. Na Regido 11 também ha dois subgrupos de proteinas. com altas <AD,;,> aquelas
maiores que (), 15 eascombaixas <AD;, ;>. asrestantes, as menores que (), 14.

Obs. Note que os valores de R; das proteinas sdo maiores, porum fator de 1.8 que os da random coil (Figura 12).
a comparagio s6 é possivel gragas as caracteristicas da fungdio discrepancia introduzida, como descrito no
Capitulo 2.

Os valores de <ADying> para os diversos Rg (Figura 13b), apresentam muitas
equivaléncias com o observado nas estruturas alvos do modelo e random coil (Figura 12).
Entre estas equivaléncias destaca-se a existéncia de trés regides de acordo com as faixas de
compactagdes, sendo as fronteiras entre as trés regides razoavelmente bem definidas:
Regido I formada por proteinas compactas, com <ADpinc> maiores do que aqueles obtidos
para o modelo, respectivamente com valores ao redor de 0,16 e 0,12. Na Regido II nota-se
um decréscimo linear de <ADpming> com o aumento de Rg™* , com praticamente a mesma
inclinagdo para o modelo e proteinas, com respectivamente <ADping> = -0,0 16RG™ +
0,18 € <ADming> = -0,020RG™* + 0,33. Ja na Regido III formadas pelas proteinas
distendidas, com muitas a-hélices sem dobras, as <ADpinc> assumem valores proximos, ao
do modelo, sendo estes 0,05 e 0,06. As mesmas trés regides observadas para <ADuinG> x
RG"™*™  também s3o observados em cada uma das nove diferentes simulagdes, inclusive
com comportamento linear na Regido II (Figura 13a).

O fato de configuragdes alvos mais distendidas na Regido III, terem as menores
discrepancias <ADping™>, pode ser atribuido aos contatos entre 0s mondmeros nestes casos
serem “contatos mais locais”, ou mais proximos ao longo da seqtiéncia da cadeia (como em
a-hélices). A medida que as estruturas protéicas e modelos se tornam mais compactas 0s

proteinas
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contatos passam a ter especificidades diversificadas, tornando cada vez mais dificil a
determinagdo de semelhanga entre configuragdes. Conseqiientemente as <ADpinc>"""™ e
ADping™*!° | respectivamente, saem de 0,06 e 0,05 (Regido I1I) indo a 0,15 e 0,11 (Regido
IT) e atingindo ao redor de 0,16 e 0,12 para grandes compactagdes (Regido I), pois nestas
ultimas os contatos entre os mondmeros se tornam bastante especificos.

Nas regides 111 das configura¢des alvos do modelo e proteinas (Figuras 12 e 13b)
tem-se muitas ADming em torno de 0,04, valores estes relativamente proximos (se
considerados a escala de 0,0 a 1,0) da AD das estruturas retilinea “A” e hélice quadrada “G”
(ADg = 0,02, Figura 3, Capitulo 2).

Na legenda da Figura 13 destacamos que as proteinas mais compactas na Regido I,
poderiam ser subdivididas entre aquelas com altas <ADning > maiores que 0,16 e as com
baixas <ADing > menores que 0,15. Na Regido II também haveria dois subgrupos de
proteinas, com altas e baixas <ADninc >, respectivamente, aquelas maiores que 0,15 e as
menores que 0,14. O intervalo de 0,01, ou 1%, para a separagdo entre altas e baixas
<ADwing> pode parecer precisdo demasiada atribuida a um valor médio, mas ha de se
considerar dois aspectos: a) tais valores limiares sdo verificados, além de <ADuing >,
também em muitas ADyi,c das proteinas nas nove simulagdes; b) a fungdo discrepancia
AD inima € muito sensivel, dai a necessidade de cautela em valores limiares fornecidos por
ela. Estes limiares de altas e baixas <ADying > para as proteinas das Regides I e II, indicam
maiores ou menores dificuldades na semelhanga entre proteinas e random coil e parecem
ndo ser ao acaso, por isso serdo analisados mais detalhadamente (Figura 15), ainda neste
Capitulo.

Da caracterizagido das configuragdes random coil, quanto as suas compactagdes e
contatos entre residuos (segao 3.2), e também da comparagdo destas com as estruturas alvos
protéicas (se¢do 3.3), ja se pode verificar que tais configuragdes random coil ou

“aleatorias” (ou pelo menos algumas destas) ndo sdo tdo disformes, nem mesmo globulos
fundidos (molten globule), pois estas configuragdes possuem muitas especificidades
interacionais dos estados nativos protéicos, sendo tal suposigdo fortalecida tanto por
algumas conclusdes de resultados, ja mostrados até aqui, quanto por outras expostas a
seguir.

3.4 Resultados adicionais

As configuragdes random coil obtidas a partir do sistema cadeia-solvente
apresentam caracteristicas estruturais similares aquelas encontradas nas proteinas, ou mais
provavelmente, as proteinas apresentam caracteristicas conformacionais tipicas das
configuragdes random coil. A seguir destacamos estas caracteristicas, ratificadas por outras
evidéncias a fim de se entender de forma mais completa as relagdes entre estruturas
protéicas e configuragdes random coil.

3.4.1 Os tamanhos dos residuos influenciando nos valores de <ADming>, Obtidos

na simulagao
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Os valores das <ADninc>, para as proteinas (Figura 13), além da especificidade dos
contatos entre seus mondmeros, também sdo conseqiiéncias da diversidade de tamanhos e
formas (especificidade estérica) dos residuos, conforme estabelecida pela seqiiéncia dos
mesmos nas correspondentes estruturas primarias. Este fator é provavelmente um dos
principais responsaveis pela dificuldade “intrinsica” das configuragdes modelos
conseguirem se aproximarem ainda mais das configura¢des nativas das proteinas, pois
todos os mondmeros sdo fixados como do mesmo tamanho. Para verificarmos tal suposigao
os aminoacidos sdo classificados simplificadamente quanto aos seus tamanhos (Taylor, W.
R. (1986), Zamyatin, A A. (1972)), em pequenos e grandes (Figura 14), numa primeira
aproximagao.

Grag:des
¥ Pequenos

~

i

R =

g : . B (Y s
i " ___\‘_'.""' (e )
SRR {1 e ) — N7t Rochal

Fieura 14 - Os aminoacidos., identilicados pelo codigo de | letra (Capitulo 1) sdo representados aqui somente por
suas cadeias laterais - Apesar da diversidade dos residuos, quanto ao tamanho eles podem ser classificados apenas
em pequenos P o(num total de 9 residuos, com volume de 60 (G) & 116 (T clipse pequena) ¢ grandes G (11
residuos, com volume entre 138 (E) ¢ 228 (W)). As cores dos atomos nos residuos sdo as mesnias ja utilizadas na
Figura4 do Capitulo 1.
Obs. Os residuos ndo padrdces (ou heterogrupos, ver Apéndice. apos Capitulo 5), tiveram a seguinte classificagio:
Pequeno: Ace, NH2. Dnp. Aba, Pea, Sin: Grande: Ll

Para se estabelecer correlagdo entre as variagdes dos valores de <ADpy,g> para as
proteinas nas diferentes Regides I, II e III e a distribui¢do do tamanho de seus residuos de
aminoacidos (pequenos (P) e grandes (G)) em suas sequéncias, introduzimos a fungdo

encodabilidade (ou especificidade) estérica, ¥,,, para as 27 proteinas (Figura 15). A
encodabilidade estérica, ¥,;, mede o nivel de capacidade de registro de informagéo, dada

pela distribuigdo dos residuos pequenos Np, e dos grandes Ng, na seqiiéncia de uma
proteina (sendo Np + Ng = 35 residuos). A distribuigdo “equalizada” corresponde a 17 e 18
residuos de cada tipo, se referindo a maxima capacidade de “codificagdo” da cadeia, quanto
a diversidade de residuos grandes e pequenos. Assim idealizamos a fungdo ¥, , dada por:

Y., = (17181)/( Np!Ng!) (6)
Quanto mais proximas os valores das quantidades Np e Ng, na sequiéncia protéica, mais

¥, se aproxima de 1,0, no caso ideal, se Np = 17 e Ng = 18, entdo ¥,; = 1. Baixas
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encodabilidades, e.g., ¥,;< 0,2, indica o predominio de um dos tipos de tamanho de
residuos sobre o outro tipo e consequiente distanciamento da distribui¢do equalizada.

Regiao |
S Regido lIl
{ ¥ q @ | e b ]_coso

o o o =
)] 4] o
1 1 1

Encodabilidade Estérica ( Vs, )

fous ¥
1

o
o

1248 16 20 24 28

Proteinas (Numeradas por R crescentes)
Figura 15 - Encodabilidade estérica. ;... ¢ Discrepancias <AD,,.. > - A encodabilidade estérica das 27
protcinas (comscus valoresde <A/, .>. Figura [ 3b. ¢ um simbolo caracteristico) mostram quc:
Até a proteina n” 18. realgadas por letras "X em verde: baixas encodabilidades. 'y, < 0.2. levam a altas
discrepincias. maiores que 0.16 (Regido 1) ¢ 0.15 (Regido [1): por outro lado altas encodabilidades. ‘I,
= 0.5, levamabaixas discrepincias. menores que 0,13 (Regido 1) ¢ 0, 14 (Regido I1).
Porém. a relagiio entre alta ‘P, ; ¢ baixa <AD, ;> ¢ entre baixa 'V, ¢ alta <AD, .. >. ndo sio obdccidas no
geral (ver texto): para proteinas da regido I (circulo em vermelho) ¢ proteinas distendidas da regido 11 ¢ 11
(bastio vertical azul).

Obs. - A protcina n” 14 (1zdc). cuja configuragdo nativa tem uma forma bastante peculiar. na forma de “U”
tambémapresenta duas caracteristicas, capturadas pelas grandezas utilizadas até aqui. sendo cstas

a) E a tnica protcina nas Regides 1 ¢ 11 que possui ‘. (maior que 0.2 ¢ menor que 0.8). ou scja. com
composicdo dc aminodcidos P ¢ G. bastante diferente das demais.

b) esta mesma proteina também temordem de contato bastante peculiar (Figura 9).

Como as < ADping > das 27 proteinas apresentam comportamentos variados, dentro
de cada uma das Regides de compactagdes (I, II e III na Figura 13) é adequado avaliar a
relagdo entre 'V,; e <ADyng > nestas regides (Figura 15), sendo

- Para proteinas das Regides I e II (até proteina n° 16 e a n° 18), baixas ¥, (<0,2)
levam a altas <ADping > e altas W, (20,5) levam a baixas <ADpinc> (letras “X” em
verde), pois em baixa W,; a distribuigdo ndo equalizada dos Np, Ng residuos implicando

numa dificuldade intrinsica das cadeias random coil, com seus residuos todos de mesmo
tamanho, conseguirem se aproximar demasiadamente das configuragdes nativas; por outro
lado em altos valores de ¥,; a distribuigdo equalizada facilita o acesso as configuragdes
nativas das proteinas, dai menores valores de <ADinG>.

- A relagdo entre alta W,; e baixas ADping € entre baixas W, e altas ADping ndo
sdo verificadas, respectivamente para proteinas da Regido I (circulos em vermelho) e

proteinas muito distendidas das regides II e III (bastdes verticais em azul), pois no primeiro
caso outros fatores mais influentes que os arranjos das quantidades de residuos P e G
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(medidos por W,,) podem estar presentes nestas proteinas, como a complexidade
estrutural, caracteristica das proteinas da Regido 1. No segundo caso a baixa compactagao
torna-se um ingrediente precedente a ‘¥,;, visto que a presenga de muitos contatos

proximos ao longo da seqiiéncia das proteinas (como em a-hélices), levam a uma maior
facilidade das random coil conseguirem acessar as configuragdes nativas das proteinas e
portanto naturalmente ja se tem pequenas ADminG.

Ao considerar residuos todos do mesmo tamanho no modelo, os residuos de
tamanhos pequenos e grandes na sequéncia de uma proteina ficam “modulados” por
residuos de tamanho “médio” no modelo (desconsiderando o fator de proporcionalidade
1,8, legenda da Figura 10), tendo estes no modelo a capacidade de capturar aspectos
essenciais ditados pelos residuos nas estruturas primarias das proteinas. Tais aspectos
podem ser as semelhangas das proteinas com outras configuragdes, como as random coil,
ou ainda as ordens de contato entre os residuos nas random coil.

As semelhangas entre as configuragdes protéicas e random coil, dada por <ADpinG>,
tem se mostrado mais relacionadas com as quantidades dos residuos do tipo P e G, medida
por W¥,,, do que com a maneira com que este residuos se combinam, nas seqiéncias das

proteinas; contudo, tal combinagdo de residuos parece influenciar significativamente as
compactagdes das cadeias protéicas, conforme sera mostrado, em breve, na se¢io 3.4.4.

As conclusdes tiradas a partir da Figura 15 reforgam a relagido entre a estrutura
terciaria, medida por <ADning >, € a estrutura primaria, expressa por ‘¥, .

3.4.2 Algumas implicacdes decorrentes de valores relativamente estaveis de
‘:ADminG:'

Os valores das discrepancias minimas globais, ADwing (Figura 13a), se mostrados
individualmente para as 27 proteinas, nas nove simulagdes, podem evidenciar mais
precisamente em quanto € como sao as maximas semelhangas entre as proteinas e as
random coil (Figura 16).
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Figura 16 - Discrepdncias minimas globais, AD, . para as 27 proteinas em nove simulagdes independentes -

__ das proteinas com as randomcail

D,

A seqiiéncia dos graficos segue da proteina mais compacta (1c2u. n” 1) para a menos compacta (1peh. n° 27)
nas Regides I (circulos vermelhos). 11 (circulos pretos) e 11T (circulos azuis), Figura 13a. Acima de cada

grifico tem-se os n” (de 1 a 27) das proteina ¢ abaixo estdo as médias (<AD,,;,.>. Figura 13b) e os desvios
padrdes de <AD,, > entre as proteinas e as random coil nas diferentes simulagdes.

Nota-se que os valores das discrepancias minimas globais, ADming, €m geral, estdo
variando, para cada uma das trés regides, dentro de uma faixa (minima e maxima) de até
0,03 e isso torna possivel caracterizar cada proteina, pelo valor médio da discrepancia
minima global, <ADpxc> com razoavel confiabilidade.

Os valores das <ADping> obtidas para as configuragdes alvos protéicas (Figura 13b)
podem ser consideradas referenciais para estas proteinas (Tabela 1), pois foram adquiridos
dentre um vasto espago configuracional, disponivel para a cadeia do modelo, além de
apresentarem pouca variagdes (normalmente dentro de 0,03) ao redor de cada um dos
valores médios nas nove simulagdes realizadas. O mesmo poderia ser feito no caso das
configuragdes alvos do modelo (Figura 12) bastando para isto se ter, o valor da
compactagdo da cadeia.
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Tabela 1 - Valores de discrepancias caracteristicos para cada proteina - sao destacados aqui. os valores de

<AD,, > mostrados da Figura 13b, para proteinas (ordenadas por R, crescentes) da Regido (proteinasden”™ 1 a

ks

12, 1" linha). da Regido 11 (proteinas de n™ 13 a 21, 2" linha) ¢ Regido I (proteinas de n” 22 a 27. 3" linha).
E

.g.aproteinan 4, lisk, passaaser caracterizada por <AD, > =0.169= 0.17.

Os valores das <ADping> se adotados como padrdes ou referenciais para as
proteinas, podera ser bastante util para medir seus graus de similaridades configuracionais
em inumeras situagdes, como em discrepancias cruzadas entre diferentes proteinas, ou entre
as proteinas e as configuragdes modelo, geradas na simulagdo, com outros potenciais além
do de esfera rigida (Capitulo 4), nestes casos torna-se possivel acompanhar
quantitativamente como se dara as aproximagdes entre configuragdes.

O fato de se obter valores de <ADning™>, para as configuragdes alvos das proteinas,
com razoavel estabilidade (normalmente dentro de um intervalo de 0,03, Figura 16) em
diferentes simulagdes, pode ser um indicativo, de que ndo se pode esperar na simulagdo
com o atual modelo, acessar muitas configuragdes com valores de AD menor do que
<ADnminc> para uma dada proteina, e.g. adicionando outros potenciais de interagdes ao de
esfera rigida. Ainda devido o fato de se ter razoavel estabilidade de ADminc para as
proteinas nas diferentes simulagdes, torna-se importante e representativo visualizar o0 quao
proximas as configuragdes random coil chegam de cada estrutura protéica (Figura 17).
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Figura 17 - Mapas de distincias das 27 configuragdes proteicas e correspondentes random coil, com a menor
das discrepédncias minimas globais AD,,,; dentre as nove simulagdes - As distincias entre os residuos estdo
normalizadas (entre 0 ¢ 1) e mostradas em cores branca, verde ¢ vermelha, respectivamente para distancias
menores que 0,50; de 0,50 a 0,75 e maiores que 0,75 nas proteinas (acima, em linhas impares) ¢ random coil
(abaixo, nas linhas pares). A cor branca ao longo da diagonal principal é devido a exclusio das distancias entre
mesmos residuos (i com ) ¢ primeiros € segundo vizinhos (i comi-1, i-2, i+1, i+2).

Acima de cada proteina consta seu nimero (por compactagio decrescente), seu nome; acima de cada random
coil consta a discrepancia, AD,,,; com sua proteina ¢ em qual simulagio (de 1 a 9) ocorreu tal discrepéncia.
Observando cada par de configuragao proteina e random coil, por colunas, ¢ possivel identificar similiridades
(mesma cores) ¢ diferengas (cores diferentes) entre elas. Os mapas de distancias, acima, confirmam que quanto
menor o valor da discrepancia maiores as semelhangas configuracionais.
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Observando as semelhangas e diferengas entre as configuragdes protéicas e random
coil pelos mapas de distancias dos residuos, em trés cores, notam-se grandes semelhangas
(representadas pelas mesmas cores), inclusive em residuos distantes (pontos em vermelho)
indicando que nas random coil existe muita especificidade interacional, sendo esta tdo
caracteristica e fundamental nas estruturas nativas protéicas.

Nos mapas de distancias da Figura 17 foi privilegiado, mesmo com um modelo tdo
simplificado, observar as distancias grandes (acima de 0,5, dentre um intervalo de 0 a 1), as
mais dificeis de serem idénticas entre duas configuragdes. E pouco freqgiiente (e
indesejavel) ocorrerem casos de pares de residuos com longas distincias nas proteinas
(regido em branco) estarem muito proximos (em vermelho) no modelo e vice-versa.
Comumente se tém mesmas cores ou ainda (sendo toleravel) cores proximas (branco com
verde ou verde com vermelho) nas duas configura¢ées comparadas. Os mapas de distancias
das random coil, para cada proteina, costumam apresentar basicamente os mesmos
comportamentos descritos aqui, nas nove simulagdes, devido a razoavel estabilidade de
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<ADnin> (Figura 16). Os mapas de distancias confirmam os resultados expressos pela
Figura 13, ou seja, que as proteinas muitos distendidas (a partir da n° 20) sdo muito
similares com as random coil e com o aumento da compactagdo das proteinas tais
similaridades se tornam menores, como expressas por maiores valores de <ADpyinc> €
mapas de distancias mais diferentes.

3.4.3 Justificativas para <ADming> assumir valor diferenciado, de acordo com a

compactagéo da cadeia protéica

Os menores valores obtidos nas <AD,¢> para as configuragdes alvos protéicas
mais distendidas (Regido III da Figura 13b) até os maiores valores nas mais compactas
(Regido I), também pode ser justificadas por:

- Constatagdo de que iniimeras proteinas iniciam seu enovelamento com a formagdo de
estruturas secundarias governadas por interagdes entre aminoacidos mais proximos ao
longo da cadeia polipeptidica. Posteriormente estas estruturas aumentam sua complexidade
produzindo fragmentos estruturais maiores, até atingir a conformagao nativa Baldwin, R.L.
& Rose, G. D. (1999); Lattman, E. E. & Rose, G.D. (1993). Neste caso, a ordem crescente

de eventos para o processo de folding pode ser traduzida pelo crescente aumento da
discrepancia configuracional, com o aumento da complexidade estrutural das proteinas ao
sair da regido IlII e ir para a Regido L.

- Nossos resultados (Figura 9) mostram que uma outra provavel causa para a existéncia de
diferentes <ADping> para as proteinas nas Regides I, II e III, também pode ser oriunda da
dependéncia da taxa de enovelamento das proteinas com parametros topologicos da
estrutura nativa, como a ordem de contato, pois estruturas com baixas ordens de contato (¥,
< 0,2), por serem muito freqiientes (existem em todos os valores de raios de giragao), se
enovelam mais facilmente do que aquelas com altas ordens de contato, por serem mais
raras e dependentes das compactagdes e das simulagdes, tal hipotese foi comprovada ao se

verificar as ordens de contato das estruturas random coil, em diferentes simulagdes (Figura
9).

3.4.4 Dependéncia da compactagdo de uma proteina com o tamanho de seus

residuos

O Paradoxo de Levinthal (Honig, B. (1999); Levinthal, C. (1968)) afirma ser
altamente improvavel, por busca aleatoria de configuragdes, acessar o estado nativo de uma
proteina num tempo finito, pois tal busca, mesmo para proteinas pequenas (como as com 35
residuos, segdo 1.6.3 do Capitulo 1), o tempo caracteristico para se encontrar a nativa seria
superior ao da idade do Universo. Nossos resultados tém mostrado que existem
configuragdes random coil acessadas, num tempo finito e relativamente pequeno (abaixo de
600 kPMC, mais detalhes serdo dados na segdo 3.4.5 abaixo) com muitas caracteristicas e
semelhangas as das proteinas reais. E importante destacar que parte do tempo, em cada uma
das nove simulagdes € gasto gerando estruturas com compactagdo distante da compactagao
de uma proteina especifica; assim procedemos para cobrir a ampla faixa de compactagdes
de todas as proteinas de 35 residuos.
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Se uma dada proteina, simplesmente pelo tamanho de seus residuos em sua
seqiiéncia, consegue (ou ter influéncia suficiente para) acessar somente as configuragdes
com compactagdes proximas da sua, na pratica, a busca aleatoria fica bastante facilitada,
reduzindo em muito o tempo para ser ter boa semelhanga entre a proteina com as random
coil. Para verificar se uma proteina faz acesso as compactagdes proximas daquelas
esperadas para ela, novamente aproveitaremos a simplificagdo de se ter os residuos de
aminoacidos, nos tamanhos pequenos P e grandes G (mostrados na Figura 15) e faremos a
seguinte hipotese, um tanto quanto razoavel (que podera ou nio ser confirmada pelas
proteinas):

Se as proteinas tiverem muitos residuos P e G em suas seqiiéncias formando clusteres,
tendo estes trés ou mais residuos consecutivos (com dois residuos os clusteres podem ser
casuais ou pouco influentes) do mesmo tipo P ou G, entdo se reduz em muito a
possibilidade de conseguir acessar configuragdes compactas, pois lais proteinas
provavelmente terdo estruturas nativas mais distendidas, com baixa compactag¢do. Se a
existéncia de clusteres de residuos P e G for reduzida o acesso a estruturas compactas fica
facilitado, pois tais estruturas podem ser traduzidas por grandes diversidades e
combinagdes de tamanhos P, G, tendo assim preferencialmente poucos clusteres, ja que
desta forma os residuos encaixam-se adequadamente e formam configuragdes mais
compactas (Schulz, G. E. & Schirmer, R. H. (1990)). O encaixe de muitos residuos P ou G
em clusteres dificulta o acesso a estruturas compactas e muda a dindmica de formagéo
destas estruturas. Espera-se assim que com poucos clusteres tenham-se estruturas mais
compactas e com o aumento da quantidade de clusteres tais estruturas fiquem mais
distendidas. Pode-se supor também que residuos P em clusteres (a ndo ser em grandes
quantidades) sejam menos influentes na compactag¢do do que os de residuos G em
clusteres, devido a maior facilidade de encaixe entre os primeiros.

Para comprovar a hipotese acima foi verificada a quantidade de clusteres de residuos

grandes G (Figura 18a) e em seguida a quantidade de clusteres de residuos pequenos P
(Figura 18b).
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Figura 18 - Quantidades de residuos G e Pem Clusteres e Compactagdes das cadeias proteicas:

a) Quantidade percentual de residuos grandes (G formando elusteres nas 27 proteinas (nas Regioes 1, 1 ¢ 1)

Sio destacadas as trés proteinas (quadrados verdes) com quantidades de clusteres abaixo do esperado, em
relagdo as outras proteinas de compactagoes similares,

by Quantidades percentuais, acima de 40%, de residuos pequenos (P) emi clusteres. As trés proteinas iquadrados
verdes. item a), apresentam grandes quantidades de residuos P em clusteres, assim gerando proleinas menos

% Residuos P (> 40%) em clusteres
~

(=]

compactas. Sao destacadas a distribuigdo dos residuos Pe G para as proteinas den 16¢18.
Obs, - Nas proteinas, de n”™ 1 a 12, Regido 1 a excegdo dos n - 3 ¢ 4. as quantidades de residuos em clusteres de
residuos P ficam ao redorde 20%e. resultados estes ndo mostrados aqui
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Observando a abundéncia de clusteres de residuos G, Figura 18a, notamos que até a
proteina de n° 8, ha menos de 20% de residuos G em clusteres, dai provavelmente estas
proteinas serem mais compactas. Com o aumento das quantidades de residuos G em
clusteres, de 20% a 40%, as proteinas se tornam menos compactas, de n™ 9 a 15. As
proteinas mais distendidas apresentam altas quantidades, acima de 50%, de residuos G em
clusteres, a excegdo de trés proteinas, destacadas por quadrados em verde e a proteina de n°
25 que fica um pouco acima de 40%.

Para entender as compactagdes de algumas proteinas de estruturas mais distendidas,
destacadas por quadrados em verde, cujas quantidades de residuos G em clusteres ficaram
abaixo do previsto € preciso verificar também a abundancia de residuos P em clusteres.

As proteinas n™ 16, 18, 19 (destacadas por quadrados em verde), ao invés de
selecionar suas baixas compactagdes por residuos G em clusteres preferem fazé-los com
altas quantidades (acima de 50%) de residuos P em clusteres (Figura 18b), as vezes com
altas ocorréncias destes clusteres (n° 16) ou com clusteres maiores (n” 18 e 19), estas duas
alternativas sdo ilustradas pelos graficos pequenos na Figura 18b.

As quantidades de residuos de aminoacidos em clusteres tém se mostrado
significativamente influente para auxiliar as compactagdes adequadas das proteinas (Figura
19), pois nota-se com o aumento progressivo de residuos em clusteres (a partir da proteina
n° 9) a diminuigdo da compactag¢do. Por outro lado com a diminuigdo das quantidades de
residuos G, abaixo de 20%, em clusteres, aumentam-se as compactagdes das proteinas,
conforme notamos nas proteinas de de n® 1 a 8.
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I Figura 19 - Clusteres de residuos grandes (quadrados largos em laranja) e pequenos (quadrados estreitos em
6 verde) e pontos representando os residuos fora de clusteres nas seqiiéncias das 27 proteinas - Para cada proteina
sdo mostradas, respectivamente, suas quantidades percentuais de residuos G e Pem clusteres (Figura 18).
Obs. - As proteinas mais distendidas parecem ser influenciadas mais por clusteres de residuos G do que por
residuos P, isso fica evidente para as proteinas “mutadas”de n” 1 € 2; 6 ¢ 7 (respectivamente com homologias de
91,4% € 97,1%), assim clusters de residuos P parecem ser influentes na compactagio de uma proteina, quando
em grandes quantidades, acima de 50%.
- Apenas das abundéncias de clusteres, pode-se, com razoavel confiabilidade, intuir se uma proteina tem
propensdo para assumir uma forma nativa compacta ou distendida.
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Pode-se afirmar que a hipotese levantada acima da dependéncia da compactagao,
com as quantidades de residuos em clusteres foi confirmada, com algumas ressalvas e
excegdes (aceitaveis para um sistema complexo, como o proteina-solvente), por exemplo,
ndo se explicam as baixas compactagdes das proteinas de n** 3 e 4, mesmo com grandes
quantidades (acima de 40%) de residuos P em clusteres, mas estas quantidades, podem
confirmar as altas discrepancias destas proteinas (Figura 15) e também ratificar que os
clusteres de residuos P sdao menos influentes na determinag¢do da compactagio da proteina
do que os residuos G em clusteres.

De maneira geral, pode-se afirmar que a combinagdo dos residuos em clusteres com
os residuos isolados parece atuar sincronizadamente para determinar as compactagdes das
proteinas, tendo estruturas compactas, grande diversidades e combinag¢des de tamanhos e
com a diminui¢do destas diversidades e combinagdes as proteinas se tornam
progressivamente mais distendidas.

A semelhanga entre as estruturas protéicas e random coil, medidas por <ADpinG>,
parecem sofrer pouca influéncia da quantidade de residuos em clusteres, mas a quantidade
de residuos G em clusteres, acima de 25%, nas proteinas de n® 9, 10 e 11 talvez possa
influenciar suas altas discrepancias <ADwinc>, 0 que ndo foi possivel justificar somente
pelos valores da encodabilidade estérica (Figura 15, destacada por circulos em vermelho).
Ja para as proteinas de n* 6, 7 resta apenas justificar suas altas <ADpi,c> como decorréncia
de suas altas complexidades estruturais (Figura 20)
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Figura 20 - Visualizagdo das cstruturas sccundarias nas scqiiénceias de residuos das proteinas n” 6, 7 ¢ abaixo
estdo os resumos de sua quantidades e tipos de estruturas sccundarnas ¢ pontes dissulleto,

Obs. As proteinasn”™ 6 ¢ 7 sdo bastante similares, com 97,1% de homologia ( Figura 8, do Capitulo 2)

As composi¢des de estruturas secundarias nas configuragdes nativas das proteinas
de n™ 6 e 7, podem gerar alta complexidade de estrutura e conseqiientemente influenciando
significativamente nos altos valores de <AD,in>, sendo estes ndo justificados somente por
suas encodabilidades estéricas.

3.4.5 Paradoxo de Levinthal versus Semelhangas entre estruturas protéicas e

configura¢des random coil

Independente se as proteinas, por meio do tamanho de seus residuos, conseguem
acessar configuragdes cujas compactagdes sdo proximas de suas estruturas nativas (se¢do
3.4.4), podemos quantificar os acessos das random coil a estrutura nativa de cada proteina,
verificando ao longo de cada uma das nove simulagdes quantas vezes (Figura 21) as
estruturas random coil tiveram discrepancias, AD, abaixo de o (= <ADping™> + 0,02).
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Figura 21 - Semethangas entre estruturas alvo protcica ¢ random coil, por meio das pereentagens das
freqiiéncias de AD abaixo de a (=<0, > + 0.02), para cada proteina ¢ a cada | Passo Monte Carlo (PMC)-
Com um pequeno incremento de 0,02 em <AD, > (Tabela 1) ainda ¢ possivel observar muitas semelhangas
entre as estruturas cm questdo, proximas das observadas nos mapas de distancias da Figura 17. Os valores de /
(AD < @) para as proteinas podem ter grandes variagoes nas diferentes simulagdes, dependendo se AD < a:
porisso ¢ apresentado um valor médio de freqiicncias nas nove simulagoes.

E.¢. no caso da proteina n” 4 (1tsk), ha 1% de chance de ter, AD < @, acada | PMC. ou seja. em média a cada
100 PMC gera-se uma contiguragio random coil razoavelmente semelhante a proteinan’ 4.

No geral obtém-se configuragdes random coil semelhantes a cada uma das proteinas
de 1 a 2% a cada 1 PMC (Figura 21), ndo sendo este um valor tdo pequeno a ponto de
considerar tal semelhanga um evento improvavel ou inatingivel num tempo finito,
conforme especificado pelo paradoxo de Levinthal. Nossos resultados, juntamente com
outros (Pappu, R. V. et al. (2000)) tém mostrado que o espago conformacional disponivel

para a cadeia protéica € menor do que previamente se acreditava devido a influéncia das
interagdes estéricas, como evidenciado em nosso caso, com a formagdo de clusteres de
residuos grandes e pequenos, que podem facilitar os acessos a configuragdes nativas

protéicas.

3.5 Comentarios

Pelos resultados, deste Capitulo, é possivel constatar que a interagdo de esfera
rigida, mesmo sendo ndo especifica e ndo estabilizadora, atua de forma a levar as
configuragdes random coil' a acessarem conformagdes muito proximas das estruturas
nativas das proteinas, isso para todas as proteinas estudadas neste trabalho.

'..“no Universo descrito pelas ciéncias modernas, o aleatério tem um papel cada vez maior. Primeiramente apareceu a visédo
probabilistica, nas tentativas de justificagido microscépica da entropia: é a importante obra de Boltzmann. Depois, veio o golpe da
mecanica quantica. Apesar das inumeras tentativas de retornar & ortodoxia determinista, as probabilidades continuam a
desempenhar nesta teoria um papel central. Em nossa escala de seres vivos agregados macroscépicos, parecia que a lei dos
grandes numeros poderia restabelecer na pratica o esquema determinista. Mas eis que as probabilidades fazem sua entrada a
forga, mesmo neste mundo: é esse um dos aspectos da descoberta da auto-estruturagdo dos sistemas macroscépicos longe do
equilibrio. O que os relaciona ao aleatério deve-se a variedades das formas que, de uma experiéncia a outra, esse mecanismos de
estruturagdo podem desenvolver, a despeito do rigoroso controle das condigdes experimentais. Nao se trata mais de fenémenos
calculaveis por meios de leis gerais. Préximo ao equilibrio as leis da natureza sdo universais; longe do equilibrio, elas sao
especificas. Essas “instabilidades” exigem um fluxo de energia, elas dissipam energia”...llya Prigogine (Pessia-Paste, G. (1992))
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Somente com o potencial de esfera rigida ja é possivel mostrar que o folding de
proteinas, pode ser considerado como um processo pelo qual 0 mecanismo para acessar o
estado nativo esta separado dos requerimentos interacionais que garantem a estabilidade
neste estado devido a ag¢do de todas as forgas atuando de forma efetiva e cooperativamente;
tal suposi¢do esta de acordo com nosso enfoque para o processo de folding protéico
(Tarragé, M. E. P. et al. (2003), da Silva, R. A et al. (2001)). Também € possivel verificar,
pelas ordens de contato (Figuras 9 e 10), pelas discrepancias <ADpirc> (Figuras 12 e 13) e
pelos mapas de distancias entre as proteinas e random coil (Figura 17) que as configura¢des
(folds) protéicas sdo compostas basicamente por configuragdes random coil, podendo ter as
random coil muitas especificidades interacionais caracteristicas dos estados nativos
protéicos.

Com o modelo utilizado aqui € possivel antecipar, por meio do parametro
topologico “ordens de contato x” (Figura 22a), e pelas discrepancias entre as estruturas
alvos do modelo e random coil (Figura 22b) a existéncia de trés RegiGes com diferentes
compactacgdes e diferentes similitudes, <ADpinc>, entre configuragdes das proteinas reais e
configuragdes random coil. Por outro lado com as discrepancias cruzadas <ADpinc>
também ¢€ plausivel fazer comparagdes (Figura 22c) com as auto discrepancias maximas,
ADpax (Tabela 1 do Capitulo 2) entre as diversas estruturas de uma mesma proteina,
depositadas no “PDB” e determinadas experimentalmente por ressonancia magnética
nuclear.

a) c)
A 20 Regido | i A 020

g

aum :;' w-b:-—mu"t\n__m | gms
012

008

Regiiio ' ' 1 Regiloll
s & T ., | =——Apstelnear ADIR) |
Regiio II

T Regido II1

0,04 4 4y 004 *
00

R R LR R R R N R T T T 5 0 1 12 13 W 15 16 T
Ruios de giraclo, R, , das random cod R, das conf. alvos do modelo R, das conf. avos &

Figura 22 - As variagdes das discrepancias cruzadas, <AD,,; >, entre as configura¢des alvos protéicas e

random coil (1° linha dos graficos acima) podem ser previstas qualitativamente, nas Regides I, 1 e I1, por

a) Ordens de contato em fungio da compactagio (R;) das estruturas random coil (Figura 10);

b) Discrepancias, AD,,. entre as configuragdes alvos do modelo e random coil (Figura 12).

Tais discrepancias tém valores que

¢) no geral, sdo superiores as auto discrepancias maximas, AD, .. (Tabela 1 do Capitulo II), mas algumas
proteinas destacadas por um pequeno quadrado em amarelo, no grifico das auto discrepancias, tem AD,
superiores as <AD,. >, sendo estas as proteinasden” 15,17, 20,21,23,24,25.

Obs. A proteinan’ 26 (R;=15,31) tem sua estrutura determinada por Raio X, dai sua auséncia da Figura 22c.
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As configuragdes alvos, tanto do modelo como das proteinas, tém suas semelhangas
com as random coil (Figura 22b) dependentes da compactagdo das configuragdes alvos, nas
Regides 1, 11 e III; tais resultados mostram que comparagdes configuracionais sdo mais
significativas se realizada entre estruturas de compactagdes semelhantes ou proximas.
Assim, uma configuragio compacta deve ser comparada com outra pelo menos
razoavelmente compacta, ja uma configuragdo mais distendida deve ser comparada com
outras também razoavelmente distendidas. Tal conclus@o sera empregada nas comparagdes
configuracionais do Capitulo 4. Portanto, um mesmo grau (ou valor) de discrepancia entre
configuragdes assume diferente significado para proteinas de diferentes compactagGes.

Comparando os valores de <ADpin™> € ADpax (Figura 22c) € possivel verificar em
metade das proteinas menos compactas (nas Regides II e III, ou de 7 dentre 14), que suas
<ADping> sd0 menores que as auto discrepancias ADmay, OU seja, as configuragdes random
coil se mostram mais semelhante com estas proteinas, do que quando comparagdo entre
algumas de suas estruturas obtidas experimentalmente sdo realizadas.

Os resultados mostrados, neste Capitulo, também evidenciam que o acesso as
configuragdes nativas das proteinas, se da, devido a dois ingredientes que a cadeia protéica
carrega independente de quaisquer outras condigdes (de si ou dependéncias com o meio ao
seu redor), sendo estes comum a todas as proteinas, independentes de seu tipo e fung¢do
bioldgica, sdo eles: (a) o fato dela ter, em sua estrutura primaria, residuos de diversos
tamanhos (ocupando um lugar no espago com a condigdo de volume excluido) e (b) destes
estarem unidos por ligagdes covalentes.

Quanto aos tamanhos dos residuos nas proteinas, parecem que estes tém duas
fungdes principais: /) influenciar significativamente nas semelhangas (Figura 15) das
proteinas com outras configuragdes, como as random coil, 2) levarem as cadeias protéicas a
assumirem compactagdes adequadas (Figuras 18 e 19), tendo as compactagdes o papel de
selecionar configuragGes proximas as estruturas nativas das proteinas, e conseqiientemente
reduzir o tempo de acesso a estas estruturas.

Ja as ligagdes entre os residuos teriam além do papel de manter os residuos
formando a cadeia, também de reduzir os acessos as configuragdes distantes da nativa e
conseqiientemente diminuindo ainda mais os tempos para acessar tais configuragdes
nativas, assim atuando complementarmente aos tamanhos dos residuos. Deste modo a
maior influéncia no comportamento configuracional das proteinas vem de suas restrigdes de
cadeia.

O enfoque nos tamanhos dos residuos, que estdo unidos pelas ligagdes covalentes,
torna a relagdo entre encodabilidade estérica e semelhangas configuracionais, expressas
pelas discrepancias (Figura 15) e entre compactagdo das proteinas e quantidades de
residuos em clusteres (Figura 18) em concordancia com a premissa basica do processo de
folding protéico, ou seja, que a sequéncia dos residuos unidos pelas ligagdes covalentes,
determinam a estrutura tridimensional, ou forma, da proteina. Por exemplo, no caso das
quantidades de residuos em clusteres (Figura 18) € possivel diferenciar as proteinas com
estruturas compactas das distendidas, pois todas as proteinas distendidas possuem altas
quantidades de residuos em clusteres, em geral acima de 50%; por outro lado as estruturas
compactas apresentam quantidades em torno de 10% e 20%, respectivamente para 0s
residuos G e P em clusteres, salvo aquelas com estruturas muito peculiares, como a 1tsk.
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CAPITULO 4
O Efeito Hidrofébico e o Folding de Proteinas

Devido a varias questSes ainda sem respostas para o processo de folding protéico
(Pande, V.S. (2000)) é que ha atualmente diversos modelos concorrentes, independentes ou
complementares, para tal processo (se¢do 1.5.1 do Capitulo 1), além de varios outros
modelos para classes especificas de proteinas.

Temos procurado, até aqui, neste trabalho, estudar aspectos do processo de folding
sem distingdo entre as possiveis topologias estruturais (globular e hélices). Porém neste
Capitulo analisaremos preferencialmente as proteinas mais compactas (Regido I, as doze
primeiras, dentre as 27 proteinas), pois agora utilizaremos a interagdo hidrofobica, no
sistema proteina-solvente, como fator que leva as configuragdes protéicas do modelo a
assumir uma forma compacta globular.

4.1 Forcas que governam o processo de folding protéico

O processo que leva a cadeia polipeptidica a estrutura nativa de uma proteina e a se
manter nela é dependente de um balango delicado entre diversas forcas (Schulz, G. E. &
Schirmer, R. H. (1990)). Resultados teoricos e experimentais sugerem o efeito hidrofobico
(ou forga entrépica) como a principal e mais geral for¢a determinante da estrutura nativa
(Dill, K. A. et al. (1995)), dentre todas as outras forgas, como interagdes eletrostaticas,
ligagdes de hidrogénio, van der Waals e pontes dissulfeto. Na Figura 1, mostramos como
variam o nimero de aminoacidos carregados e pontes dissulfeto em fungido da compactagéo
da proteina. As interagdes eletrostaticas e restrigdes configuracionais decorrentes
possivelmente afetam a compactagio do globulo protéico.

12 - Estrelas. Cargas negaltives 4

o  proleinas: Regi&o |
® - prokeinas: Regiao Il
o proteinas: Regido I

34 ¢ essee secce - [ ]

a Clroulos: Cargas positvas Regisoll b)

0] Regio!

2

14

%
:
:
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0 4 8 _12 16 20 24 28
Proteinas (Numeradas por R, crescentes) Proteinas (Numeradas por R, crescentes)

Figura 1 - Distribuigao total: a) de cargas, positivas ¢ negativas; b) pontes dissulfeto (cujos dados estdo no

Apéndice, apos o Capitulo 5), nas 27 proteinas com 35 residuos de aminoacidos.

As proteinas mais compactas (Regido | e parte da Regiao 1), apresentam muitos residuos positivos, para

provavelmente restringir acessos a configuragoes afastadas da nativa; ¢ estabilizam-se utilizando muitas pontes

dissulfcto. J4 muitas protcinas mais distendidas (Regido 1111 ¢ parte da Regido I1) apresentam, provavelmente mais

pontes salinas, e menos pontes dissulfeto. As interagdes nas proteinas compactas (até an” 19), e.g. eletrostiticas e

pontes dissulfeto, segundo nossa abordagem, siio otimizadas nas proteinas, pelo efeito hidrofobico.

Obs. A scqiiéncia das protcinas, nas Regides I, 11 ¢ 111, sdo as mesmas dos Capitulos antcriores.
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As interagdes eletrostaticas (Honig, B. & Nicholls, A. (1995)) entre grupos de
cargas opostas (como entre os residuos Lys e Asp), formando pares idnicos ou pontes
salinas, estdo presentes, em cerca de, 75% destes grupos nas proteinas (Voet, D. et al., pg.
148-151 (2002)). Contudo tais interagdes tendem a contribuir pouco para a estrutura e
estabilidade das conformagdes nativas, exceto em solugdes altamente acidas ou basicas
(Dill, K.A. (1990)), além disso, a energia livre das interagdes de carga do par idnico
geralmente ndo € suficiente para compensar as perdas de entropia das cadeias laterais e da
energia de solvatagdo quando se constitui um par idnico. Dai também decorre a pouca
conservagdo destes pares idnicos em proteinas homologas.

Observando as quantidades de cargas positivas e negativas nas 27 proteinas (Figura
l1a), verifica-se que quase sempre ha predominio de residuos com cargas positivas (Arg,
Lys, His) sobre os residuos com cargas negativas (Glu, Asp). Ainda pode-se observar
variagOes destas cargas de acordo com as trés regides de compactagdes, sendo:

- Regido I (em vermelho): Ha um predominio nitido das cargas positivas sobre as negativas
(exceto na proteina n° 9), sendo tal predominio menor para as proteinas menos compactas, a
partir da proteina n° 10.

- Regido II (em preto): Aqui ainda ha, para algumas proteinas (n* 13 e 15), predominio de
cargas positivas sobre as negativas, contudo nas demais proteinas tal predominio fica
reduzido e na proteina n° 18 as quantidades de cargas negativas superam as positivas.

- Regido III (em azul): Ocorrem as maiores variagdes das quantidades de cargas positivas e
negativas, sendo tais variagdes acopladas e dependentes da compactag@o, de uma para outra
proteina. Ndo ha grande predominio das cargas positivas sobre as negativas, como nas
proteinas da Regido 1.

Quando ha predominio, de um tipo de residuo carregado sobre os de outro tipo,
aumenta-se a restricdo conformacional disponiveis para a cadeia protéica, como
decorréncia do volume excluido eletrostatico (Fixman, M. & Skolnick, J. (1978)). Se tal

predominio for reduzido pode-se aumentar a influéncia eletrostatica na proteina, com maior
formagdo de pontes salinas.

A existéncia de pontes dissulfeto intra e inter cadeias, restringem muitas
configuragdes possiveis para as proteinas, a medida que a estas se dobram na conformagao
nativa, atuando assim no pathway do folding destas moléculas (Greighton, T. (1995));
contudo tais pontes, em muitos casos, ndo sdo essenciais para o processo de folding,
conforme mostram experimentos que alteram residuos Cys na sequéncia de alguns
polipeptideos evitando a formacgdo das pontes dissulfeto, mas ainda assim suas
conformagdes se mantém funcionais. Num ambiente extracelular, geralmente mais oxidante
e relativamente hostil (com pH e temperatura, as vezes nao controlados), tais pontes podem
conferir limites estruturais adicionais necessarios as proteinas. Nas proteinas intracelulares,
com o citoplasma mais redutor, as pontes dissulfeto sao mais raras.

Observando as quantidades de pontes dissulfeto nas 27 proteinas (Figura 1b), nota-
se que nas mais compactas (Regio I) ha trés ou quatro pontes, a excegdo da primeira, com
apenas duas pontes. A medida que a compactagio diminui (Regido II), ha maiores
variagdes, nas quantidades das pontes, desde zero a trés. A partir da vigésima proteina,
ainda na Regido II, cujas conformagdes nativas sdo distendidas, ndo ha pontes dissulfeto.
Tais resultados mostram que proteinas compactas provavelmente fazem uso das pontes
dissulfeto para ajudar na estabilizag@o de suas conformagdes nativas.
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As ligagdes de hidrogénio, mesmo exercendo um papel central nas estruturas das
proteinas (segdo 1.6, Capitulo 1), tendem a ter uma contribui¢do menor para a estabilidade
das proteinas (Kauzmann, W. (1959)), quando comparadas ao numero equivalente destas
ligagdes para as proteinas nas formas desenovelada (com a agua ao seu redor) e nativa
(intra cadeia). Contudo estas podem constituir-se em importantes fatores em momentos
estratégicos para a determinac@o e estabiliza¢do da estrutura nativa da proteina dentre um
pequeno numero de conformagdes hidrofobicamente estabilizadas. As quantidades de
ligagdes de hidrogénio para as proteinas, consideradas neste trabalho, variam de 9 a 32
(Apéndice, apos o Capitulo 5).

As forgas de van der Waals s@o praticamente ndo seletivas e atuam somente a curta
distancia, e portanto sdo mais importantes para a estabilizagdo da proteina, somente em
conformagdes compactas, como no caso da conformagéo nativa.

Em solugdo aquosa a conformagido de uma proteina é fortemente influenciada pela
sequiéncia de seus residuos polares e apolares, pois contribuem diferentemente na variagéo
da energia livre (Rocha, L. F. O. et al. (2004)). Os residuos apolares da proteina tendem a
se agregar minimizando sua exposi¢cdo as moléculas de agua. Este comportamento €
conhecido como efeito hidrofobico, sendo o responsavel por uma das forgas dominantes no
processo de folding (Southall, N. T. (2002)).

4.2 Efeito hidrofébico

O entendimento do efeito hidrofobico a nivel molecular esta ainda em pleno
andamento, por meio de diversos enfoques; dentre eles destacamos alguns estudos recentes
(Lum, K. et al (1999)); Chandler, D. (2002) propondo que a segregagao das substancias
apolares do bulk de agua decorre ultimamente da versatilidade das moléculas de agua re-
arranjar as interagdes energéticas, minimizando a redugdo da “quebra” de suas ligagdes de
hidrogénio (ou ligagdes H). Para grandes extensdes de interfaces agua—substancias
apolares, € inevitavel a quebra das ligagdes de hidrogénio e a fim de minimizar a energia
potencial do sistema, estes se redistribuem no bulk da agua, num processo analogo ao da
interface ar — agua, manifestado através da alta tensdo superficial da agua. Para pequenas
moléculas apolares o nimero médio de ligagdes H praticamente fica inalterado, pois as
ligagdes se contorcem e acabam por envolver as pequenas moléculas apolares.
Conseqiientemente a energia de solvatagdo das moléculas apolares varia de acordo com o
tamanho destas moléculas, sendo:

- Com pequenas moléculas, a quantidade de agua afetada pela sua presenga, e portanto a
energia livre de solvatagdo, se torna proporcional ao volume das moléculas apolares
(supondo moléculas esféricas de tamanho R, teremos o volume (4/3)nR’), sendo a constante
de proporcionalidade em torno de 110 J/m’ (ou 1107 J/A®), para o etano, propano e
outras moléculas similares.

- Com a presenga de grandes moléculas apolares, a quebra das ligagdes H € inevitavel e
entdo a energia livre de solvatagdo fica proporcional a area superficial (4nR?) da interface
molécula apolar-agua, sendo a constante de proporcionalidade estimada da tensdo
superficial da interface agua — 6leo, em torno de 6x107 J/m* (ou 6<10%2J/A%).

83

AVA
AVAYAY

2 3 4 2 6 7 unespw].l 12 13 14 15 16 17

18



No cruzamento de dominio entre grandes e pequenas extensdes de hidratagdo de
moléculas apolares, ocorre a igualdade':

((4/3)nR%)x1x10% = (4nR*)x6x10%, (1)
e assim obtém-se que R ao redor de 1 nm é a dimensdo que discrimina os diferentes
comportamentos de hidratagdo de substancias apolares.

Para grandes moléculas apolares (X 1nm) o custo energético de agrupa-las ¢
significativamente mais favoravel que manté-las separadas. Em pequenas moléculas

(extensdes <1nm), o nimero de ligagdes de hidrogénio, praticamente ficam inalterados,
pois estas envolvem a molécula. Assim a energia hidrofobica € insuficiente para superar a
energia térmica, isso inclusive explica a solubilidade das pequenas moléculas apolares. No
caso da mistura agua — 6leo o limiar de 1nm coincide com o raio critico para a separa¢ao do
6leo da agua. Tal sistema € a base do que se entende pelo efeito hidrofébico e embora para
proteina ndo seja facil e direto sua aplicagdo, sdo as ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas do solvente (agua) a origem deste efeito em ambos os casos.

4.3 Termodinamica do processo de folding de proteinas

As moléculas de agua se ligam até a quatro outras (numa estrutura tetraédrica,
aberta), formando uma extensa rede de ligagdes de hidrogénio no bulk da agua (Head-
Gordon, T. (1995); Udachin, K. & Ripmeester, J.A. (1999)); quando ha grandes moléculas
apolares no ambiente aquoso, observa-se uma certa “aversdo” entre estas e a agua
(segregacdo das primeiras devido as interagdes preferenciais entre as proprias moléculas de
agua), € ndo como se imagina comumente, uma repulsdo entre moléculas apolares e agua.
No caso de proteinas globulares imersas na agua ocorre uma ag¢@o reciproca entre ambas,
inclusive tornando tais proteinas soliveis em agua, mas muitos modelos usados no estudo
do folding de proteinas incluem o solvente implicitamente, integrando seus graus de
liberdade (Karplus, M. & Shakhnovich, E. (1992)); tal tratamento pode ser melhor
evidenciado utilizando a fung¢do parti¢do (Z) do sistema proteina-solvente, sendo

Z="Y > exp[-E(R,,..Rir; v ) kT, )

(R} {ry}
onde E € a fungdo energia potencial do sistema, ks € a constante de Boltzmann, 7" € a

temperatura absoluta e as coordenadas da cadeia e solvente sdo, respectivamente, {K;} e
{ri}. A fungdo Z pode ser simplificadamente escrita como:

Z="Y"exp[-P({R })/k,T], 3)

R}

' O desenvolvimento matematico detalhado, feitos por nés, se torna necessario devido a importancia da
determinagéo do valor limite para o tamanho (R) das moléculas apolares e também por este valor ndo estar
determinado explicitamente nos artigos de Lum, K. et al (1989) e Chandler, D. (2002).
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D({R;}) = -(kgDin z expl<E(R EiRzcr ar 1T (4)

i

A fungdo ®O({R;}) é a energia livre do sistema quando a cadeia é considerada
congelada numa dada configuragdao do conjunto {R;}; neste ponto, utilizando a mecanica
estatistica, existem dois caminhos a serem seguidos para a abordagem do processo de

Jfolding.

(7)) A energia livre @, é considerada como um potencial de for¢a média sobre os graus de
liberdade do solvente tratados implicitamente; utilizando-se desta abordagem muitos
modelos simplificados do folding de proteinas reduzem-se a utilizar a interagdo intra cadeia
(normalmente atrativa para contato entre residuos de tipo iguais e repulsivo para tipo
diferente) por meio do potencial de for¢a média (Li, H. et al. (1996); Socci, N. D. et al.
(1997); Garcia, L. G. et al. (2001)).

(77) Uma outra alternativa € considerar o solvente explicitamente na dinamica do processo
de folding, enfatizando as interagdes cadeia—solvente (Levitt, M. & Sharon, R. (1988)).
Antes de detalharmos implementagdes nesta hipdtese alternativa, analisaremos algumas
quantidades termodinamicas no processo de folding, a fim de associar o efeito hidrofébico
com o estado de equilibrio cadeia—solvente.

Um dos mais convincentes argumentos a favor do efeito hidrofobico, como forga
dominante do processo de folding vém da termodinamica, considerando a reagdo de
transi¢ao entre dois estados (Baldwin, R. L. & Rose, G. D. (1999)), verificada para muitas
proteinas, por diferentes técnicas experimentais:

unfolding (desenovelado) :ﬁ)ldfng (enovelada ou nativa),

sendo a mudanga na energia livre (AG) desta reagdo, nas duas conformagdes, separada nas
diferentes contribui¢des do solvente e da cadeia. Assim

AG = Geno\-clada = Gdcscnm‘clada = AH, cadeia T AH, solvente = T, ASca.deia = TASsol\‘ente, (5)

com AH representando as mudangas entalpicas e AS as mudangas entropicas; similarmente
AH =H, enovelada — H desenovelada, AS = Scnovclada - Sdcsenovclada

Para analisarmos a contribui¢do de cada um dos termos mais detalhadamente,
separamos as contribui¢des dos grupos polares e hidrofobicos (apolares) da cadeia.

431 AG": Contribuigdes dos grupos polares (7) para AG

- O backbone da proteina forma muito mais ligagdes de hidrogénio e interagdes salinas
quando exposto a agua do que com ele proprio, assim AH” , > 0 (favorecendo o estado
desenovelado); ja no solvente, embora exista interagao com os grupos polares, as moléculas
de agua preferem interagir mais entre elas, do que com o cadeia, dai AH., =< 0
(favorecendo o estado nativo). Embora exista uma competi¢do entre os dois termos, nas
condigdes fisiologicas, a interagdo entre as moléculas de agua prevalece, fornecendo:

AH? —+AH? <0 (6)

cadeia solvente
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- A cadeia acessa muito mais configuragdes na conformagdo desenovelada do que na
cadeia = 0
(contribuindo para o estado desenovelado), todavia no solvente as moléculas de agua
possuem muito mais opgdes configuracionais com a cadeia enovelada do que desenovelada,
dai -7AS” < 0 (favorecendo o enovelamento). Na concorréncia entre os termos

solvente

enovelada, assim a mudanga entropica da cadeia é negativa, gerando -7AS’

entropicos da cadeia e do solvente predomina, ligeiramente o positivo, deste modo
P P
]A‘Smdcm [Asaohmm 20 (7)
Como saldos as contribuigdes dos grupos polares para a variagdo da energia livre
favorecem ligeiramente a conformagao desenovelada, isto é:

A( 7 (AH i:u-’em AH i:)hwuc ) [ A S cadera TA* ) .:ﬁ\eme = 0 (8)

—~

432 AG": Contribuicdes dos grupos apolares (* ) para AG

- Na cadeia os grupos apolares interagem um pouco mais fortemente com a agua do que
com eles proprios; contudo quando a cadeia esta desenovelada, prevalece nestes grupos a
interagao do backbone com o solvente tendo formagdo de mais ligagdes de hidrogénio com
égua do que com eles proprio, levando a preferéncia para o estado desnaturado com

AH?

a interagdo atrativa de van der Waals ser mais forte entre estes grupos do que entre eles € a
agua. No solvente as moléculas de agua preferem interagir mais entre si, do que com 0s

20 — apesar da preferéncia pelo estado desnaturado ser inferior a AH” . — devido

cadeia cadeia

grupos apolares, levando a preferéncia pelo estado enovelado, com AH 0. Na

voiveme

competlg:ao entre 0s d01s termos entalpicos ha tendéncia para o estado nativo, isto €,

AH?  +AH? <0 )
- Como no caso polar, na conf’ormat;ﬁo desenovelada a entropia da cadeia € maior, assim 0s

cadeia solvente

grupos apolares tém -7AS” > 0. Ja no solvente existe uma forte preferéncia pelo estado

~

cadeia

enovelado, como no sistema agua (solvente) — dleo (apolar), e -7AS?, . = << 0; isso devido
o rearranjo das moléculas de agua, que preferem interagir entre si reduzindo ao minimo a
perda de suas ligagdes de hidrogénio e levando a diminuigdo da interface cadeia — solvente
(de fato esta é considerada a principal forga no folding de proteinas), dai
—{AScadm TAS® <<0 (10)
Assim, a contribuigdo dos termos entropicos e entalpicos levam a uma variag@o de
energia livre favorecendo, em muito o estado nativo, isto €

AGP = (AH Y=TASE: . <TAS%

solvente

P
cade:a AH solvente cadeia solvente <0 ( 11 )

Em resumo, temos

Para a cadeia: AH” , >0;-TAS”

cadeia cadela

-TAS P

cade:a

OAH

cadem
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—~

<0; -TAS?

solvente

OAH <0; -TAS”

Portanto, graga a contribui¢do predominante do solvente para a conformagdo enovelada, o
processo de folding é espontaneo, com

Para o solvente: AH” <<0

solvente solvente solvente

AG=AG" + AG? <0 (12)

A Figura 2 abaixo resume snmbollcamente cada contnbuwao de A(; como dlscutlda

Grupos polares em solvente aquoso Crrupos apolares em soly

) l\n“_,__,_:,_h \-f:\.sj_,,_, ;-J:__\_);_j‘_‘_,____ ihwﬁ',,__,__ il.wf'_“_,,‘ ],f\s'

Desenovelado

Encreia livre

)

[ [ £}
-y ¥\
Figura 2 - Diagrama mostrando a contribuigio dos termos entalpicos ¢ entropicos da cadeia ¢ do solvente
para a variagdo da encrgia livre (AG) dos residuos polares (em verde) ¢ apolares (em vermetho) de uma
proteina num meio Aquoso,
Note a grande contribuigdo do solvente (altima seta em vermelho) para a conformagio enovelada,
Embora espontdneo — no sentido de ndo precisar do auxilio de nenhuma maquinaria
biologica para sua realizagdo (pelo menos para muitas proteinas pequenas) — o processo de

folding protéico é marginalmente estavel, pois para proteinas tipicas AG ¢ muito pequeno

(<0), entre -20 e -63 kJ/mol, correspondendo a poucas ligagdes de hidrogénio (cada uma
tendo entre -21 e -8 kJ/mol).

Portanto apos evidenciar detalhes termodindmicos do solvente envolvidos no
problema do enovelamento protéico, € fortemente sugestivo que o solvente seja
considerado como protagonista do processo de enovelamento. Assim, passamos a utilizar
esta idéia na abordagem via simulagdo Monte Carlo do modelo, particularmente no modelo
simplificado no espago continuo (fora da rede).

4.4 Modelo simplificado: Potencial hidrofébico e restricdes estéricas

Na simulagdio Monte Carlo (MC) do sistema proteina — solvente (Figura 2 do
Capitulo 3), a cadeia protéica é representada topologicamente, por um “colar de pérolas” e
o solvente por “esferas”. Na cadeia com 35 mondmeros, cada um aminoacido €
representado por uma esfera rigida de diametro D conectados aos seus vizinhos por cordas

idealmente flexiveis de comprimento ¢, sendo D <{ < D + € (com & = 0,4, conforme
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discutido na se¢do 3.1.2). As moléculas do solvente, num total de 12.565, também sio
representadas por esferas rigidas de didmetro D.

Neste sistema proteina-solvente para quaisquer duas de suas particulas i e j
separadas por uma distancia 7;; € considerado o efeito de volume excluido através de
interagdo do tipo esfera rigida, descrito pela energia potencial U(r;;) —  parar;; <D e
U(ri;) = 0 caso contrario. Adicionalmente os mondmeros da cadeia possuem atributos
quimicos de um elemento hidrofobico (*H) ou polar (P) e assim interagem diretamente com
as moléculas do solvente ao seu redor.

A intensidade resultante da interagdo cadeia-solvente depende da area superficial
acessivel ao solvente de cada monémero. Um “contato” mondmero-solvente € dito ocorrer
sempre que a distancia  entre seus centros forem D < r <d, com d fixo emd = 8"=1,63D
(Figura 1, do Capitulo 3). Para cada configuragdo particular “c” da cadeia € associado um
peso estatistico p_ (Rocha, L. F. O. et al. (1996); da Silva, R. A et al. (2001)), sendo:

p. = exp(AS,/ ky). (13)
onde & € a constante de Boltzmann e £_p = 1 (ver final da se¢do 4.8). A quantia AS_ ¢ a
mudancga de entropia do sistema cadeia-solvente, quando a cadeia é considerada congelada

[T L]

na configuracdo “c” e pode ser estimada como:

AS,/ ky=(-e .+ un_-Pv)/ kT, (14)
onde as quantidades extensivas e, n_ e v, respectivamente, referem a energia
configuracional da cadeia, a0 nimero moléculas do solvente quimicamente ligada a cadeia
e ao volume da cadeia; ja as quantidades intensivas g, P, T sdo, respectivamente, o custo
entropico de ligar o solvente a cadeia, a pressdo e a temperatura do sistema.

No espago de fase configuracional, ao ir de uma configuragdo congelada A para a
configuragido congelada B, tem-se uma probabilidade de transi¢do 7(A—B) e utilizando o
peso estatistico p, como a probabilidade de equilibrio P(A) na relagdo de balango
detalhado, P(A) 7(A—B) = P(B) 1(B— A), obtém-se:

I(A—B) = min{exp(8S, 5 k5),1} (15)
,onde 8Syp = ASy - AS, = (-de; z + Wdn, i - Pdv, ) / T é a mudanga de entropia do sistema
cadeia-solvente com respeito a transigdo entre as configura¢des congeladas A e B da
cadeia; a fungdo min{/, j} significando o menor dos valores entre 7 € j.

I({A—B)=min{exp((-de, z + udn, z - Pév, 5) / kz1),1} (16)

Assim, na aproximagdo de » e v constantes, temos que 6n, ;= 6v, ; = 0 e a variagdo
&S, 5 para o modelo considerado depende somente da mudanga da energia hidrofobica
(8848 = -8e, 5/ kpT). Assim, estabelecendo uma relagdo linear entre a energia hidrofobica e
a area acessivel ao solvente (Chothia, C. (1974)) podemos estimar e, ; associando-se um
especifico nivel hidrofébico (Figura 3) y = 2y, para mondmeros hidrofobicos e y = -y, (a
quantia v < 0 € medida em unidades de k37) para monémeros polares.

Portanto no movimento A—B, ha trés casos a serem considerados, para 7(A—B),
dependendo da particula do sistema, sendo

1(A—B) = min{exp(2yo Ans’ksT), 1} movendo um mondmero H; (17)

I({A—B) = min{exp(~yo Ang’ksT), 1} movendo um mondmero P; (18)

* Passaremos a representar os mondmeros hidrofébicos pelo simbolo H, ao invés de P, da segéo 4.3.
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T(A—B) = min{exp(Yo (2Any; - Anp)/ksT), 1} movendo uma molécula do solvente, (19)
onde Ang é a mudanga do numero de moléculas de solvente em contato com o monémero

movido; e Any, e An,, sdo, respectivamente, a mudanga no nimero de mondmeros polar e

hidrofébico ao redor da molécula de solvente movida; o valor de 7y, foi fixado em o= -1.
Para cada nova configuragdo, gerada ao longo da simulagdo Monte Carlo, as

- -

condigdes | r,—r, |> D (volume excluido) deve ser satisfeita para cada par (7, /) de esferas, e

- -
(94 [T bl

se “i” e “j” pertencerem a cadeia a condigdo adicional |r,—r, | < D+e (preservagdo da

cadeia, Figura 2 do Capitulo 3) também precisa ser observada. Estas condigdes sendo
satisfeitas, entdo se utiliza o potencial hidrofobico, passando a avaliar, de acordo com o tipo
de particula movida, a probabilidade de transicdo 7{A—B) da configuragdo A para nova
configuragdo B. De acordo com a probabilidade de transi¢do (Equagdes 17-19) a nova
configura¢do B pode ser aceita ou ndo, como ja detalhado na se¢do 3.1. Desta forma sao
realizados 900.000 PMC (ou 900 kPMC, o que corresponde a cerca de 1,13x10"

3] ; _— o valores experimentais

1« "lle phre
] ® %

)
o
1

Polares

=R -~ =l
(=)
M TP .

Ser
Y Gin

&
ok

8
<
1.5+
%
o
B
Ke]
ks
2
e}

P oo
o 0 o
Lo b . 1.

r
wn

1I2Il‘81012l416182IO

Aminoacidos (do mais hidrofébico para o mais polar)
Figura 3 - Valores das hidrofobicidades (AG) dos 20 Aminoacidos padrdes. segundo Eisenberg. D &
McLachlan. A. D.. pg. 200 (1986) - Para 0 monoémeros Hidrofébicos, AG > 0, indicando que a transferéncia do
aminoacido de um meio apolar paraum polaré desfavorecida. ao contrario dos polares. dai paraestes AG < 0.
Utilizamos a escala acima para determinar. de forma simplificada. os valores do niveis hidrofobicos. para os
mondmeros Hidrofobicos (y=-2. total de 12 Aminodcidos) e Polares (y=+1. total de 8§ Amino4cidos).
Obs. AG™™ ™ dos amino4cidos sio obtidos em relagdo a Glicina, da transferéncia do octanol para adgua: AG
¢ estimada pelo produto da acessibilidade de cada dtomo para o solvente ¢ seu parametro de solvatagdo atomica.

configuragdes) em nove simulagdes independentes, conforme descrito no Capitulo 3.

No presente modelo, adota-se um alfabeto de duas letras, H e P com niveis
hidrofébicos y = +1 e y = -2, sendo cada mondmero, na sequiéncia HP do modelo, possuindo
o atributo hidrofobico de cada um dos 35 aminoacidos de uma proteina real, cuja estrutura €
adotada como configuragdo alvo. Neste caso todas as restricdes geométricas sdo
praticamente eliminadas.

Em relagdo as escalas hidrofobicas, como as da Figura 3, ha diferengas
significativas nas diversas escalas, quanto ao valor do nivel hidrofobico e até divergéncias
quanto ao carater hidrofobico ou polar de alguns aminoacidos (Wang, Zi-Hao & Lee, H.C.
(2000)). Tais diferengas sdo decorrentes dos métodos usados para construir tais escalas.

e
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Algumas escalas (Janin, J. (1979); Rose, G. et al. (1985)) sdo construidas examinando
estruturas nativas das proteinas e definindo o carater hidrofobico, como a tendéncia de
residuos serem encontrados no interior, em oposi¢@o a superficie protéica. Outras escalas
(Wolfenden, R. (1981); Kyte, J. & Doolite, R. (1982)) sdo derivadas de propriedades
fisico-quimicas das cadeias laterais dos aminoacidos. Fizemos a escolha pela escala de
Eisenberg, D & McLachlan, A. D. (1986), pois os valores experimentais e teoricos de AG
sdo consistentes (Figura 3), além de ser bastante adotada em diversos trabalhos recentes.

4.5 Propriedades configuracionais do modelo simplificado

Utilizando o modelo descrito acima a simulagdo € iniciada com o sistema (cadeia +
solvente) em uma configuragdo tipica do regime de alta temperatura (kg7—), termalizada
durante 100.000 PMC (ou 100 kPMC). Em seguida a temperatura € reduzida (kg7 = 1,5,
conforme discutido na se¢do 3.1.1) e mantida constante nos proximos 800 kPMC da
simulagio.

As mudangas conformacionais da cadeia protéica durante a simulagdo sdo dos raios
de giragdo e da distancia ponta a ponta; além disso, acompanhamos as variagdes dos
numeros médios de vizinhos para os conjuntos de mondmeros hidrofobicos H e polares P
(Figura 4).
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Figura 4 - Evolugio das quatro grandezas globais do enovelamento para primerra simulagdo - As variagoes
dos raios de giragdo (@) ¢ distineias ponta a ponta (b, assim como as variagdes médias dos vizinhos intra
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cadenn ¢ cadens-solvente (8) dos monomeros H(c) ¢ PP (d) mostram que. apos a tase de descarte
conliguracional (com tempo positive ¢ emperatura K,/ 1.5} as configuragoes do modelo (geradas na
simulagio) sdo. em média, compactas no transcorrer do tempo MC. Cada ponto nos grificos acima, sio
correspondente a uma média de 1000 conliguragocs.

Quando a cadeia colapsa em uma conformagdo tipo globulo (o que tipicamente
ocorre apos 50 kPMC), os raio de giragao (Figura 4a) e a distancia ponta a ponta (Figura
4b) atingem valores minimos, pois 0s contatos entre os mondmeros hidrofébicos sio
otimizados com os mondmeros hidrofobicos ficando no interior do globulo (contatos H-H,
Figura 4c), e protegidos pelos mondmeros polares, preferencialmente distribuidos pela
superficie do globulo em permanente contato com o solvente (contatos P-S, Figura 4d).
Tais resultados confirmam (Figura 3, do Capitulo 3) que em kg7 = 1,5 a cadeia,
independente das condigdes iniciais, sempre colapsa numa conformagdo tipo globulo
compacto.

Utilizando os atributos quimicos HP da seqiiéncia das quatro seguintes proteinas
compactas: 1roo (n° 2), 1tsk (n° 4), 1c49 (n° 7) e 1d1h (n° 12), como especificadores das
sequéncias das cadeias do modelo, podemos verificar o quanto a disposigdo tridimensional
dos aminoacidos nas configuragdes nativas destas proteinas conseguem ser preditas pelos
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resultados obtidos por simulagdo, se¢do 4.6 abaixo. A escolha por estas proteinas se baseou
em se utilizar proteinas de diferentes compactagdes e descorrelacionadas entre as mais
compactas, da Regido I (Figura 1).

46 Comparagcdo entre as estruturas das proteinas alvos e

conformacgdes da cadeia preditas pelo modelo

Para fazer comparagdes de distancias entre mondmeros das proteinas reais € os do
modelo simulado, as distancias entre os monOmeros, para cada um dos casos,
separadamente, sdo apropriadamente re-escaladas e normalizadas, conforme equagéo 1, do
Capitulo 2. As distancias sdo medidas entre os centros de massa de cada residuo de
aminoacido das estruturas protéicas, e no caso da cadeia do modelo, entre os centros dos
mondmeros esféricos.

4.6.1 Mapas de Distancia de configuragdes protéicas e do modelo simulado

Foram registradas configuragdes referentes ao modelo, num predeterminado
intervalo de tempo, a saber, nos instantes referentes a 610, 620, 630, ... 700 kPMC,
totalizando dez configura¢des. Observando os mapas de distancias destas configuragdes se
percebe grande maleabilidade configuracional, porém com valores de distancias com pouca
variagdo para os mesmos pares de mondmeros. Por isso, um mapa da média das dez
distancias para cada par de mondmeros foi preparado. A Figura 5 mostra as médias das
distancias das dez configuragdes para quatro seqiiéncias simuladas (para kg7 = 1,5)
juntamente com o mapa de suas respectivas proteinas reais, no caso, as proteinas 1roo, 1tsk,
1c49 e 1d1h.
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s proteina 1d1h

Figura 5- Mapas de distancias normalizadas para proteinas ¢ modelo, 1roo, 1tsk, 1¢49 ¢ 1d1h - Comparando
os mapas das quatro proteinas alvos e da média das dez configuragdes do modelo ¢ possivel verificar
visualmente suas semelhangas (mesmas cores ou cores parecidas) e dessemelhangas (cores muito diferentes).
As retas paralelas pontilhadas brancas, nos graficos, sdo utilizadas para guiar ¢ facilitar comparagdes entre os
mapas. Acima de cada mapa de distancia do modelo, consta a discrepancia, AD média das dez configuragoes
do modelo, com sua respectiva proteina. Os primeiros ¢ segundos vizinhos ao longo da cadeia sdo excluidos
dos mapas de distancias (regides brancas na diagonal principal, como nos mapas de distancias nos Capitulos
2e3).

Na figura 5 os mapas de distancias tanto os referentes as proteinas reais, quanto aos
resultados das simulagbes estdo na mesma escala. Grandes distdncias normalizadas sdo
representadas por cor clara, e pequenas distincias por cor escura. Assim temos: (i) - regides
escuras proximas da diagonal principal, indicando contatos entre mondmeros proximos na
seqiiéncia, como em estruturas tipo a-hélices; (if)- regides escuras na diagonal secundaria,
indicam contatos entre mondmeros que lembram estruturas tipo folhas f.

Observando os graficos da figura 5 destacamos alguns pontos:

e Os mapas da média das distincias (organizadas em intervalos de distancia de 0,2
com diferentes tons de cinza) eliminam coincidéncias eventuais, pois correspondem
a contribui¢des de configuragdes descorrelacionadas.
Com a ajuda de retas pontilhadas paralelas a diagonal secundaria, € possivel
observar detalhes do quanto certas distancias de pares de monomeros das estruturas
das proteinas sdo preservadas e reproduzidas nos mapas dos modelos simulados.
Para as proteinas simuladas, no intervalo de tempo considerado, coincidentemente
observamos que as discrepancias configuracional entre as proteinas reais € suas
respectivas configuragdes do modelo simulado aumentam como a compactagao,
indo de 0,157, para a proteina mais compacta 1roo, a 0,197 para a proteina mais
distendida 1d1h.
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4.6.2 Mapas de Distancia das proteinas e Mapas de Frequéncias de Contatos

das configuragées do modelo simulado

Os mapas de distancias entre proteinas e as conformagdes resultantes da simulagdo
evidenciam quais os pares de monomeros reproduzem corretamente o contato nativo das
proteinas. Para confirmar e complementar este resultado, comparamos os mapas de
distancia das proteinas com os mapas de freqiiéncia de contatos obtidos por simulagdo
(Figura 6), sendo estes ultimos obtidos através da determinagdo, para cada monomero da
cadeia modelo, a freqiiéncia com que cada um dos outros mondmeros se configuram como
seus vizinhos topolégicos (excluindo-se os primeiros e segundos vizinhos ao longo da
cadeia) dentre o intervalo de distincias compreendido entre D = 3”* e d = 8* = 2,828
(Figura 1, do Capitulo 3). A contagem foi acumulada a cada 5 kPMC, no intervalo entre
501 e 700 kPMC, o que totaliza 40.000 configuragdes.

FlgmaG-Mapasdedlstﬁnmasparapmlemas(gréﬁcosmpenomosmsnmsdaanuraS)empasd:comalo
para modclos (gréificos infcriorcs) - Devidos tais mapas screm conceitualmente difcrentes, sfio usadas difcrentes
escalas de cores, especificamente cinco cores para os mapas de distincias e dez cores para os mapas de conlalo.
Obs. Nos mapas de contato, quanto mais escuras as cores, maior a freqiiéncia de contato entre os pares de
nnnomcms“i"’c“ ”. Para as protcinas ¢ modclo sdo utilizadas, respectivamentc, retas paralclas pontilhadas
brancas e prelas.

Embora o mapa de freqiiéncia de contato e o mapa de distdncia fornegam medidas
essencialmente distintas, pelo fato de podermos associar “altas freqii€ncias de contato”
entre pares de mondmeros a “curtas distancias efetivas” entre eles, podemos esperar alguma
semelhanga entre tais mapas. De fato, percebemos para todos os casos uma estreita
similaridade entre estes dois mapas. Portanto os mapas de freqiiéncia de contato reforgam
os resultados e os comentarios ja feitos para os mapas de distancias (Figura 5).

Agora passaremos a executar comparagdes de forma mais geral, empregando o
potencial hidrofobico, determinado pelos atributos quimicos HP, das segii€ncias de quatro
proteinas alvo. De fato, a comparagdo incluira as discrepancias cruzadas, como a descrita a

seguir.
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46.3 Discrepancias cruzadas: comparagbes entre estruturas protéicas e

configuragcdes do modelo simulado

Ao longo de cada simulagdo de 800 kPMC, dentro de cada intervalo de tempo de 1
kPMC, calcula-se o valor da discrepancia cruzada AD, entre as configuragdes do modelo e
cada proteina, e verifica se a condigdo AD < a ¢ satisfeita, acumulando todo vez que tal
condigdo ocorrer na freqiiéncia de discrepancia AAD < o), para cada proteina, sendo f um
numero inteiro que satisfaz 0 < AAD < o) < 1000.

Sabemos que quanto menor AD, mais semelhantes serdo duas configuragdes, assim
foi estabelecido individualmente, para cada uma das quatro proteina simulada, o parametro
limiar o = <ADping> (a discrepancia minima global média dentre as nove simulagdes,
Tabela 1, do Capitulo 3), que parece ser um valor adequado para comparagdo entre as
configuragdes geradas na simulagdo e as proteinas.

Através de testes cruzados podemos ampliar a possibilidade de se verificar a
eficiéncia do potencial hidrofobico em distinguir configuragdes. Assim, o resultado da
evolug@o configuracional do modelo para uma das proteinas é comparado com a estrutura
nativa das 12 proteinas compactas, incluindo a propria proteina simulada (Figura 7). Por
exemplo, a seqiiéncia HP da ltsk, € utilizada para simular o processo de folding e o
resultado obtido ao longo da simulagdo, quanto a evolug@o configuracional é comparada
com a configuragdo nativa das 12 proteinas, incluindo a propria 1tsk, como mostra a Figura
7, para quatro proteinas, perfazendo 4 conjuntos de fAAD < «;), para cada uma, no
transcorrer do tempo de simulagio.
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Figura 7 - Freqiiéncia da discrepancia cruzada AD , ao longo de quatro simulag¢oes independentes (dentre um
total de 9 realizadas) ¢ para quatro proteinas “i”” (o numero da proteina de 1 a 27), em relagdo aos seus
respectivos valores limiarcs a, - Para todas as quatro protcinas “i” testadas, verificamos quc o valor “pequeno™
de a serve ndo apenas para compararmos configuragdes, mas também para distingui-las em testes cruzados
modelos-proteinas, como mostrado nos graficos. A amplitude de /' (AD <a) esta relacionada a estabilidade
configuracional residual, e que 0 nimero total de vezes com que a condigiio AD <, € satisfeita esta relacionado
com a freqiiéncia com quc a cadcia sc aproxima da cstrutura nativa dc cada uma das protcinas.Notc ainda que
em todas os casos a maxima amplitude é referente a correta seqiiéncia modelo com sua proteina.

Obs. - Com lroo fizemos a, = <AD,, ;> + 0,9, e com ldlh, a,, = <AD,,;>+1,7, para melhor defini¢ao da
aproximag¢do modelo - proteina, ja nas outras duas comparagdes mantivemos a = <AD, . >.

- Devido as altas homologia entre proteinas (Figura 8) foram excluidas comparagées entre a proteina 1roo com
as proteinas n"le5;elcd9coma proteinas n6 (verFigura9).

- Tempo negativo se refere ao periodo de termalizagio (em k, T—00 )

Observando a evolugdo da freqiiéncia de discrepancia cruzada, ao longo da
simulag@o (Figura 7), para o caso modelo da proteina simulada i, em relagéo a estrutura
nativa da proteina i, notamos que o potencial tipo-hidrofobico ndo proporciona estabilidade
configuracional para o globulo, ja que as grandes semelhangas (dada por AAD < o)) ndo
sdo persistentes no transcorrer do tempo de simulagdo, confirmando resultados das
grandezas globais do enovelamento (Figura 4).

Contudo, o potencial hidrofobico é capaz de induzir a cadeia através de
conformagdes proximas ao estado nativo da proteina da qual se extrai o perfil HP (Figura
8), representada pelas maiores magnitudes de {AD), que se apresentam sistematicamente,

95

AVA
AVAYAY

cm 1 2 3 4 2 6 7 unesprl 120 13 14 15 16 17 18



no transcorrer do tempo de simulagdo. Inclusive tal potencial consegue diferenciar as
configuragdes modelo proximas de sua respectiva configuragdo nativa protéica, quando
comparado com outras proteinas, pois nestes casos quase sempre flAD) ~ 0, possa
apresentar algumas semelhangas “espurias” com outras proteinas, representado por

amplitudes significativas de ff/AD) em alguns instantes.
Proteina 1c49 Proteina 1d1h

_ Proteina 1tsk
1 1 .4
1 1 . 3
4 I' 5 5 3
5 10 15 20 25 30 35 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35

Modelo 1roo ; si 9; Modelo 1tsk ; 8; Modelo 1c49 ; 5;
D=0, 134 ; t = 256 kPMC__ 0,136 ; 524 kPMC 0,144 ; 339 kPMC
.o -

2%

- - ..
5 10 1520 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35
ros i

Figura 8 - Mapas de distancia das configuragdes protéicas (acima) ¢ respectivas configuragdes modelo
(abaixo), com minima discrepancia global, AD,,,; entre ambas, dentre nove simulagdes independentes -
Sobre os mapas de distancias das configuragdes do modelo constam os niimeros (de 1 a 9) da simulagio
utilizada, seus valores de discrepancias minimas globais e o instante de suas ocorréncias (de 1 a 800 kPMC).
Obs. Embora estejamos mostrado apenas resultados de uma simulagdo, os mapas de distancias proteina-
modelo, com AD,,; , para as demais simulagées sdo semelhantes aos mostrados aqui.

Pelos mapas de distancias das proteinas e correspondentes mapas do modelo (Figura
8), notamos que tais resultados confirmam visualmente a boa aproximagio configuracional,
para as proteinas, a partir das configuragdes do modelo simulado (Figura 7) e a eficiéncia
do potencial hidrofobico em induzir, a cadeia do modelo simulada, proxima a estrutura
nativa protéica.

Notamos ainda que o modelo (com a seqiiéncia HP extraida de uma proteina real,
Figura 7) comparado com outra proteina pode ter uma variagdo temporal de {AD) bastante
diferente, quando invertemos a proteina ¢ o modelo. Por exemplo, a comparagdo 1tsk
(modelo) com 1d1h (proteina) tem f(AD) ndo nula, porém a 1d1h (modelo) com 1tsk
(proteina) tem f{AD) toda nula, ou seja, a fungdo discrepincia cruzada minima ndo é
invariante por inversdo x e y, isto é: AD(x(f), ¥(p)) # AD(1), x(p)), sendo esta uma das
caracteristicas da fungdo AD (segdo 2.5 do Capitulo 2). Isso se deve as distintas rotas de
enovelamento proprias de cada seqiiéncia HP de cada proteina e das peculiaridades da
conformacgdo nativa de cada proteina, como a presenga de estruturas secundarias,
determinando AD < a distintos para cada uma delas.

Para a proteina 1roo (n° 2) foram excluidas compara¢des (Figura 7) com as
proteinas n™ 1 (1c2u) e 5 (1bei) devido suas altas homologias, quanto a hidrofobicidade,
(Figura 9), o mesmo ocorrendo com a proteina 1c49 (n° 7) e a 2pta (n° 6).
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Proteina 1tsk (n° 4) Proteina 1049 (n° 7) Proteina 1d1h (n” 12)
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Figura 9 - Homologias pereentuais para as protcinas n™ 2, 4, 7, 12, quanto a hidrofobicidadc, com as outras 11
proteinas mais compactas (Regido I), de 35 residuos - No geral cada par de proteinas tem homologias ao redor de
50%, ou seja, em suas seqidéncias hi metade dos residuos do mesmo tipo, H ou P, coincidentes nas mesmas posioes.
Obs. - Nio sfio mostradas homologias entre uma mesma proteina, que seria 100%, dai quebrando a seqiéncia de
pontos conectados por retas nos graficos acima.

As proteinas com 100% de homologias, no caso duas para a 1roo e uma para a 1c49,
inviabilizam compara¢des cruzadas (Figura 7), ja que o potencial hidrofobico ndo consegue
diferenciar entre as configuragdes nativas destas proteinas em testes cruzados. As proteinas
com altas homologias, para a 1roo e 1¢49, ja haviam sido previstas anteriormente (Tabela

da Figura 8, Capitulo 2), através da homologia entre aminoacidos.

4.7 Comentérios

Os mapas de distancias médias das 10 estruturas, obtidas ao longo da simulagio do
modelo (Figura 5), ajudam a entender de que forma se da a maleabilidade configuracional
apresentada pelo modelo aqui utilizado. De fato, nas diferentes seqiéncias HP
correspondentes as proteinas reais estudadas, uma fragdo significativa dos contatos entre
pares de monomeros que aparecem nestas proteinas é preservada nos mapas obtidos por
simulag@o, representadas por pontos escuros coincidentes, assim como pares de mondmeros
que se mantém distantes, representados pelos pontos brancos coincidentes. Os pontos de
tonalidade cinza revelam entdo situagGes ndo definidas estruturalmente. Apesar das
caracteristicas minimalistas do modelo aqui proposto, este resultado reforga nossa tese de
que a seqiiéncia especifica de atributos HP da proteina é parte importante na determinagéo
da estrutura nativa.

De fato, embora o presente modelo permita que o glébulo apresente grande
maleabilidade - com os monOomeros vizinhos de um determinado mondmero se
aproximando, em seguida se afastando um pouco, e retornando a serem vizinhos novamente
- a média, feita sobre 10 configuragGes independentes, tem a propriedade de realgar as
condigdes estruturais mais permanentes e tornar mais difusos aqueles contatos
intermitentes. Em outras palavras as distdncias corretas entre uma parte dos mondmeros se
mantém em torno do observado nas proteinas.

E 1mportante observar também que as estruturas das proteinas depositadas no PDB
ndo sdo unicas. De fato, quando determinada por Ressonancia Magnética Nuclear, existem
varias estruturas nativas alternativas (Figura 6 do Capitulo 2). Utilizamos sempre a primeira
destas estruturas para cada proteina, e assim seus mapas de distancias devem ser tomados
também com certa cautela nas comparagdes com os resultados da simulagéo.
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Ha grandes similaridades entre os mapas de distancias e os mapas de freqiiéncias de
contato médios das simulacdes, o que significa que podemos usar um ou outro na
comparagdo com as proteinas reais (ver figuras 5 e 6). A coincidéncia de um numero
significativo de contatos entre pares especificos de mondmeros na proteina e no modelo €
notdria principalmente pelo grau de simplificag@o utilizado em nosso modelo.

As cadeias protéicas do modelo apresentam caracteristicas bem definidas quanto a
sua compactagdo e aproximagao com a conformagio nativa de uma proteina real, devido o
potencial hidrofobico; tais caracteristicas sao:

(/) Em kg7 = 1,5, a conformag@o tipo globulo apresenta-se mais bem definida, conforme
mostrado por grandezas como o raio de giragdo Rs e o desvio padrdo do raio de giragdo
Dpg, para diversas temperaturas, Figura 3 do Capitulo 3;

(if) O colapso da cadeia numa conformagdo tipo globulo, como expresso pela evolugdo
temporal média do raio de girag@o e distancia ponta a ponta, atinge valores proximos do
minimo possivel, apresentando contatos energeticamente otimizados, entre mondmeros
hidrofobicos e entre mondmeros polares entre si e com as moléculas de solvente, conforme
mostra a Figura 4;

(7ii) E, como ja comentado, uma frag@o significativa de contatos entre pares de monomeros
que aparecem nas proteinas reais € reproduzida nas conformagdes obtidas pelo modelo ao
longo da simulag3o, como revelado pelos resultados expostos nas Figuras 5 e 6.

As principais conclusdes tiradas, como conseqiiéncias dos itens (7), (i) e (iii) acima,
utilizando o atual modelo simplificado - com um alfabeto de duas letras - sdo que o
potencial tipo hidrofobico € eficiente em compactar a cadeia, mantendo o globulo maleavel;
¢ capaz de induzir a cadeia através de conformagdes proximas ao estado nativo, porém sem
proporcionar defini¢do configuracional para o globulo.

O teste cruzado (Figura 7), obtido utilizando-se o modelo com a seqiiéncia HP de
uma das proteinas e comparando o resultado da evolugdo configuracional com a estrutura
nativa de todas as outras 12 proteinas mais compactas, dentre as 27 proteinas, através da
frequéncia f (AD < @), permitiu a constatac¢do de que:

(1) A aproximagdo entre as configuragdes modelo (simulag@o) e sua respectiva estrutura
nativa ocorre de forma intermitentemente, desaparecendo e voltando a surgir novamente,
reproduzindo um processo recorrente;

(2) Praticamente somente para a proteina da qual extraimos a correta seqiiéncia HP, a ser
utilizada no modelo, é que tivemos f (AD < @) significativamente diferente de zero. Assim
o potencial hidrofobico € eficaz em gerar configuragdes proximas da configuragido nativa
especifica de uma proteina, ou seja, conseguindo discernir entre proteinas diferentes;

(3) Apesar da fungdo f (AD < @) precisar ser tratada com muito cuidado (segdo 2.5 do
Capitulo 2), pois seu poder de resolugdo € pequeno (normalmente dentro do intervalo 0,03,
como mostrado na Figura 16 do Capitulo 3), através da defini¢do do valor limiar a,
variavel para cada proteina, € possivel diferenciar configuragdes de diferentes proteinas e
melhorar adequadamente a comparagio entre as configuragdes modelo com proteinas.

(4) A aproximagdo entre as configura¢cdes geradas pelo modelo (utilizando o potencial
hidrofobico) e sua configuragdo nativa da proteina correspondente (1roo, Itsk, 1c49, ou
1d1h, Figura 8), pode ser entendida com uma predigdo (nd3o muito rigorosa) das
configuragdes nativas destas proteinas.
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A probabilidade, p., da cadeia ser encontrada, numa configuragdo “c” particular, no
ensemble microcandnico, ¢ dada por

I
- 20
p T (20)

onde I', € o numero total de estados do sistema heterogéneo, como um todo, cadeia e
solvente; e I'. € o nimero de estados do sistema como um todo quando o subsistema
(cadeia) € considerado congelado na configuragdo “c”, ou seja, € o nimero de estados
possiveis do sistema complementar, quando a cadeia esta na configuragdo “c”. Usando a
defini¢io

S=kgInT, (21)

tem-se que
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CAPITULO 3

Conclusoes

Os resultados apresentados ao longo deste trabalho sd3o decorrentes das trés
premissas estabelecidas no Capitulo 1 (se¢do 1.1). Todos os detalhes mais relevantes da
investigagdo levada a cabo estdo explicitados nos capitulos precedentes, e assim neste
Capitulo nossa inteng¢do € sistematizar de forma resumida as nossas conclusdes, face aos
conceitos e idéias a respeito do fendmeno do folding adotadas como verdadeiras neste
trabalho. E importante frisar que, a excegdo do potencial hidrofobico, todos os demais
ingredientes possivelmente influenciaveis no processo do folding tiveram seus efeitos
anulados ou reduzidos a uma condigdo minimalista de influéncia, como foi o caso das
interagdes estéricas. Tudo isso para se analisar de forma isolada a importancia do efeito
hidrofébico no processo de folding.

A metodologia de estudo adotada foi definida de acordo com a primeira hipotese de
trabalho, a saber, que foda informagdo necessaria para que uma cadeia polipeptidica
encontre a sua estrutura nativa esta “codificada” em sua seqiiéncia de aminodcidos.
Assim, somente esta informagdo foi empregada nas simulagdes, via método Monte Carlo.
De fato, o conhecimento a priori da estrutura nativa somente foi utilizado como recurso de
verificagdo dos resultados obtidos.

5.1 As proteinas adotam como estruturas nativas configura¢oes dentre aquelas mais
provaveis para uma simples cadeia em solucio.

A segunda premissa estabelece os ingredientes basicos que governam o processo de
folding: o efeito hidrofobico e as especificidades estéricas dos aminoacidos. No presente
trabalho, as especificidades estéricas dos componentes de uma cadeia polipeptidica foram
minimizadas ao extremo, por meio do modelo empregado, para que as interagdes
hidrofobicas fossem estudas de forma isolada. De fato, as caracteristicas estéricas da
macromolécula foram reduzidas as restrigdes que mantém os mondmeros interligados numa
constituigdo de cadeia e 0 mondmeros, por sua vez, todos considerados como tendo o
mesmo volume, interagindo entre si através de um potencial de esfera dura, com diametro
D. A cadeia assim obtida (colar de pérolas), foi imersa no solvente, também constituido de
esferas duras de didmetro D.

Dentre os experimentos realizados com o sistema descrito no paragrafo acima, com
relagdo ao espaco de fase explorado ao longo da simulagdo, o resultado expresso pela
figura 17 do Capitulo 3 é um dos principais achados deste trabalho, principalmente por sua
significancia, mas também por ter sido inicialmente totalmente inesperado.
Fundamentalmente, todas as estruturas das 27 proteinas consideradas foram muito
proximamente alcangadas (baixa discrepancia estrutural) ao longo da simulagio; lembrando
que somente as restrigdes que definem a constitui¢do de cadeia, juntamente com o efeito de
volume excluido foram considerados nesta etapa. Em suma, este resultado nos permite
afirmar que os padrdes estruturais adotados pelas proteinas, em geral, se compdem
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basicamente das conformagdes mais provaveis de uma cadeia livre de restrigdes energéticas
(random coil) embebida no solvente, semelhante, alias, a condi¢do de uma cadeia
polipeptidica no estado desenovelado (unfolded).

E importante ressaltar que este resultado esta de acordo também com o fato das
estruturas protéicas conhecidas serem “montadas” a partir de um nimero relativamente
pequeno (~10%) de folds ricos em contatos proximos ao longo da cadeia (pequeno valor da
ordem de contato).

5.2 O potencial hidrofébico é eficiente para encontrar a estrutura nativa, mas nio
confere 2 mesma a necessaria estabilidade energética.

A outra parte da segunda premissa adotada neste trabalho assume que o efeito
hidrofobico ¢ um dos principais agentes que direcionam a cadeia para a estrutura nativa.
De fato, de acordo com os resultados referentes as propriedades configuracionais do
modelo simplificado, conforme revelados nos itens 4.5 a 4.7 do Capitulo 4, o potencial
hidrofobico apresenta duas caracteristicas principais:

A primeira delas refere-se ao fato de a cadeia permanecer maleavel durante toda a
simulagdo, o que significa que o globulo se forma e funde intermitentemente, varios
contatos (regido escura indicando curtas distancias topologicas intermondmeros) mantidos
fixos (alguns corretos e outros ndo), e da mesma forma algumas grandes distancias
(regides brancas) se mantém constantes, como ilustrado pelos mapas de distancia, Figura 5,
do Capitulo 4. Como este mapa referente a0 modelo é o resultada da média de 10
configura¢des independentes, os diferentes tons significam: (7)- regido negra: contatos
permanentes; (7/)- brancas distanciamento permanente; e (/i7)- tons de cinzas: intermiténcia
de distancias intermondmeros.

Evidentemente ndo se espera identidade configuracional definitiva entre os mapas
de distancia das proteinas reais e as correspondentes médias dos mapas de distancias para o
modelo, pois 0 modelo ndo incorpora a necessaria especificidade estérica. Contudo é
notavel que, embora destorcido, os correspondentes mapas revelam a existéncia de contatos
corretos perenes, melhor revelado pelo mapa de freqiiéncia de contato médio, Figura 6, do
Capitulo 4.

A segunda caracteristica notavel do potencial hidrofobico refere-se a sua capacidade
de induzir a cadeia para configura¢gdes muito proximas da nativa correspondente. Contudo,
as vizinhangas das estruturas das outras nativas também podem ser eventualmente visitadas,
como ilustra a Figura 7 para a comparagdo cruzada, entre as estruturas protéicas e as
configuragdes do processo de folding simulado para as quatro proteinas reais - discrepancia
cruzada. Porém, a conformagdo com menor discrepancia em relagéo a estrutura da nativa
correta € que € acessada mais freqiientemente (como se a cadeia fosse atraida para a nativa),
e embora marginalmente, € a mais estavel (mais alta freqiiéncia). A Figura 8, do Capitulo 4,
fornece, finalmente, uma imagem de quanto proximo da nativa o simples colar de pérola
pode chegar, induzida pelo potencial hidrofobico.

5.3 No processo de folding, a busca pela nativa e a estabilidade da cadeia podem ser
considerados como processos desacoplados.

102

AVA
AVAYAY

2 3 4 2 6 7 unespw].l 12 13 14 15 16 17

18



A diferenca entre a energia livre do estado nativo e do desenovelado de uma proteina
globular tipica é notavelmente pequena. Ha razdes e explicagdes que ajudam a entender
este dado experimental, mas a observagdo que nos parece mais importante € aquela
relacionada as peculiaridades do estado nativo, quanto a forma com que diversos fatores
envolvidos no processo de folding sdo otimizados, como:

e o0s residuos (ou as partes dos residuos) polares ocupam principalmente a parte
exterior do globulo, com o oposto ocorrendo com os apolares, conferindo
solubilidade e maleabilidade a proteina;
as ligagdes de hidrogénio intra cadeia sdo protegidas da competi¢@o energética com
o meio solvente, e somente desta forma elas contribuem energeticamente para a
estabilidade do sistema;

a compactag¢do do globulo é maximizada através das especificidades estéricas dos
residuos, e a ponto de tornar efetivas energeticamente as interagdes de van der
Waals.

Assim, somente no estado nativo todos os fatores se alinham no sentido de conferir
estabilidade ao globulo. Longe da estrutura nativa, a cadeia peptidica seria mais livre
energeticamente, visitando configuragdes que lembram random coil imersa no solvente.

Neste trabalho enfocamos a questdo de como se da o acesso ao estado nativo, até
mesmo porque os potenciais de esfera rigida e hidrofobico ndo trazem a especificidade
interacional necessaria para a estabilizagdo do globulo protéico.

5.4 Trabalhos futuros.
Varios topicos devem ser ainda desenvolvidos, para que possamos aprimorar 0O
entendimento do mecanismo de folding. Porém a tarefa que se segue imediatamente, €

determinar todas as implica¢des das especificidades estéricas no processo de folding.

De fato simulagdes na rede cubica, com 27 residuos, utilizando-se um potencial
hidrofobico em associagdo com restrigdes estéricas (da Silva, R. A. et al (2001), Tarrago,
M. E. P. et al (2003); Rocha, L. F. O. et al (2004)") tem mostrado que restrigdes estéricas
adequadas podem mudar drasticamente a atividade configuracional do sistema, tendo como
conseqiiéncia a mudanga na forma da curva da capacidade térmica e um aumento acima de
cinco ordens de magnitude na freqiiéncia na qual a cadeia permanece no estado nativo.

Porém, no espago continuo a tarefa € mais trabalhosa, e o caminho que escolhemos
tomar € o da representagdo da molécula em nivel atdmico. Numa primeira aproximagao, os
atomos de hidrogénio serdo ignorados; todos os demais atomos assim como as moléculas
de agua serdo considerados com uma esfera de mesmo diametro D. Evidentemente, o
grande teste que permitira medir o nosso entendimento dos mecanismos envolvidos no
processo de folding sera prever a estrutura desconhecida de proteinas da qual sé se conhece
a estrutura primaria.

! As informagdes completas, destas trés referéncias, estdo na secéo 4.8, do Capitulo 4.
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APENDICE

Caracteristicas gerais das proteinas analisadas neste trabalho

As 27 proteinas analisadas neste trabalho, todas com 35 residuos de aminodcidos e
detalhadas aqui, tém-se grande diversidade de estruturas secundérias (como folhas j3,
voltas B ¢ vy, hairpins, bulges, a-hélices) e diferentes condigdes de enovelamento, pois
algumas possuem hetero grupos (ou residuos além dos 20 aminoacidos padroes), ¢ outras
sdo dominios ou regides de proteinas maiores, além de muitas terem diversas pontes de
dissulfeto e outras proteinas possuirem apenas aminodcidos padroes.

Devido as grandes diversidades estruturais das 27 proteinas, estas sdo dispostas em

ordem da mais compacta (n” 1¢2u, com menor raio de giragdo), para a mais distendida (n”
27 1peh, com maior raio de giragdo), sendo estas classificadas em trés tipos:
Tipo I) Proteinas globulares somente com residuos padrdes e ndo sendo dominio de outra

proteina maior, contendo as proteinasn’
2)1roo0; 4)ltsk; 6)2pta; 7)1¢c49; 10)Imb6; 11)11gr; 12)1d1h; 13)1edr; 15)1ced.

Tipo II) Proteinas, algumas de membrana ou sio dominios, porém todas possuindo
somente residuos padrdes, sendo estas as proteinasn”

16)1kgm; 18)1fwo; 19)1kjo; 20) 1 zwd; 22)1iij; 23) 1 spf; 24) | zta.

Especificamente tem-se: n” 16) Dominio com residuos na seqiiéncia de 57-91; n’ 18)
Dominio: 382-416: n” 19) Dominio: 20-54; n° 20) Dominio: 3-37; n’ 22) Dominio: 650-
684;n’ 23) nio globular (lipoproteina); n” 24) nido globular (Motivo Ligante-DNA).

Tipo III) Proteinas com pelo menos um residuos ndo padrdo e algumas também sdo
dominios ¢ outras nio sdo globulares, comas proteinasn™

1)1c2u; 3)1txm; 5)Ibei; 8)1quz; 9)1cde; 14)1zdc; 17)1zwf; 21)1zwg; 25)1bde; 26)1rh4;
27)1peh.

Tem-se os seguintes residuos ndo padroes

1) ACE, na primeira posig¢io da seqiiéncia de amino4cidos das proteinas 1zwf(n’ 17), 1bde
(n”25), 1th4 (n°26), 1 peh (n° 27);

2) NH2, na tltima posigio (ou 35") das proteinas Itxm (n” 3), Iquz (n°8), 1zdc (n° 14),1bde
(n°25), 1th4 (n° 26), 1peh (n° 27);

3) DNP, na vigésima segunda posigdo da proteina | bei (n’5);

4) ABA, nas posigoes trés e trinta e cinco da proteina 1c2u (n’1);

5)PCA, na primeira posigdo da proteina lc4e (n”9);

6) ILL, nas posigdes sete, dezoito e vinte e nove da proteina 1rh4 (n°26).

7) SIN, na primeira posigdo da seqiiéncia de aminoécidos da proteina 1zwg (n’ 21).

Tem-se aindaas proteinasn”

17¢21)Dominio: 4-37;

26) Tetramero,

27)Dominio: 236 - 268.
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Quanto aos heterogrupos, presentes nas proteinas de Tipo III, tem-se:
Hetero grupos Nome Formula
ACE Grupo Acetil CH,0
NH2 Grupo Amino HN
DNP Dinitrofenilene C.H,N,O,
ABA Acido Alfa-aminobutirico 2(C,H,NO,)
PCA Acido Piroglutamico C,HNO,
IIL Iso-isoleucina 3(C(H,;NO,)
SIN Acido Sucinico C.H,0,

As conformagdes nativas das 27 proteinas, utililizadas no atual trabalho e
visualizadas pelo programa grafico RasMol, sdo mostradas a seguir, dentro de um
retdngulo, em forma de fitas coloridas, com as scguinte cores para suas estruturas
secunddria: magenta (a-hélices), amarelo (folha 3), azuis (volta 3).

Acima de cada proteina consta seu codigo de um nimero seguido por 3 letras
utilizado pelo Banco de Dados de Proteinas (“PDB”™). As proteinas tem suas estruturas

nativas determinadas por RMN (Ressonancia magnética nuclear), a excegio da 1rh4 (n’ 26)
que ¢ determinada por Raio X. As proteinas sdo mostradas segundo seus valores de raios de
giragdo, estando numa seqiiéncia que vai da proteina mais compactan’ 1, 1¢c2u, para a mais
distendidan’27, Ipeh.

Para cada proteina além de sua estrutura nativa disposta em fitas coloridas, ha ao
lado desta, um resumo de
- As estruturas secundarias: hélices (indicadas também por hélices), voltas B (representada
pelaletra B), folha 3 (representadas por setas),y turn (indicadas pelaletray);
- Pontes dissulfeto, representada por retas verde pontilhadas, conectando circulos amarelos,
representando os residuos de cisteinas;
- A sequiéncia de residuos, inclusive de aminoacidos ndo padrdo (quando presentes nas
proteinas), num codigo de uma letra ¢ abaixo seu nimero na seqtiéncia da proteina;
- Informagdes sobre as estruturas secundérias, como suas localizagdes e tipos;

Ha aindaumresumo das principais informagoes de cada proteina, em geral tendo:
Classificagdo e o nome (fornecido pela base de dados “SCOP”) da proteina;
Titulo (ou Title), normalmente a referéncia completa (e.g. Revista publicada) ndo estd
disponivel, dai inserimos apenas seu titulo eminglés;
Estrutura (molécula ou o nome da proteina);
Fonte (Origem, seguida pelo nome da Espécie, contendo seu nome cientifico e comum);
Outros detalhes revelantes sobre a proteina.
As vezes algumas proteinas podem possuir mais informagdes que outras, como
disponibilizado pelo “PDB” (Berman, H.M. et al.), como seu Componente Celular,
Processo Biologico, Fungdo Molecular.
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3-turns y-lurns :

Localizagao| Tipo|... continuagio Localizagdo| Tipo |
TV ||Localizagdo|Tipo| [ 7-9 Tnversa |

21 -24 | L 19-21 |Inversa]

22-25 |1V

23-26_ 11V

25-28 v

29+32 [ ]

30-33 1V |

Classificagdo: Toxina ; Proteina: Toxina k anemone do mar.

Title: Solution structure of [abu3,35]/shki12-28,17-32.

Estrutura (Proteina): Peptideo sintético andlogo da toxina shk.

Fonte: Sintética. Mutagdo: sim. Outros detalhes: O peptideo foi quimicamente sintetizado. A

sequiéneia deste peptideo € naturalmente encontrada na Stichodactyvia helianthus (Sun

anemone).
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- ) PR LA P\ ¢ ) S | 1
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| 1% [ RSCIDTIPKSRCTAFQCKASMKYRLSFCRKTCGTC
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| Hélices -(urns y-turn

Localizagdo| Tipo| |Localizagio| Tipo| |Localizagio] Tipo |
9-11 G 5-8 VIl 19-21 |lInversa |
14 - 19 H 28 - 31 1V
21-25 H 29-32 11V

30 - 33 1V

31-34 1V |

32-35 v ]

Classificacdo: Inibidor de canal de Potassio ; Proteina: Toxina k anemone do mar.

Title: Nmr solution structure of shk toxin, nmr, 20 structures

Estrutura: Toxina Shk. Sinénimo: shkix.

Fonte: Sintética. Stichodactvia helianthus (Sun anemone).

3) 1txm (MauroToXin)

VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKC INKSCKCYGC
S 10 15 20 25 ®
Strands Hélice B-turns B-hairpin
[Localizagio| Sheet | |Localizagdo| Tipo| {Localizagao| Tipo| |Localizagio|Classe|
23-24 | A |[_6-16 H 19 - 22 v 23-30 [2: 4
29-30 | A | 25-28 |1V
31-34 V

Classificacdo: Neurotoxina ; Proteina: Maurotoxina

Title: Scorpion toxin (maurotoxin) from scorpio maurus, nmi; 33 structures

Estrutura: Maurotoxina.

Fonte: Sintética. Scorpio maurus (Escorpido). Organismo: telson. Secrecdio: veneno
Componente Celular: regido extracelular ; Processo Biologico: patogénese; Fungio Molecular:
inibidor da atividade de canal ionico.
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4) 1tsk (TS Kapa)
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trands Hélice 3-turns -hairpin
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27-29 A 11-14 | IV lvum
2 - - -
de - 34 A 28 - 31 IV Localiza¢do| Tipo |

29 -32
! 23-25 [lnversa |

Classificagdo: Neurotoxina ; Proteina: Toxina ts kappa

Title: Scorpion toxin (ts kappa) from titvus serrulatus active on small conductance
potassium channel, nmr, 30 structures

Estrutura: 75 kapa.

Fonte: Sintética. Titvus serrulatus (Escorpido Brasileiro). Secreg¢do: veneno
Componente Celular: regido extracelular; Processo Biologico: patogénese; Fungio Molecular:
inibidor da atividade de canal idnico.

5)lbei

Dot — NI =R

TCDNp22 '
e :

[ 10 15 20 25 0 5

Hélices -turns

Localizagao| Tipo| [Localizagdo| Tipa| ... continuagio | Interagio hélice-hélice

14 - 17 H 8-11 IV ||Localizagio| Tipo N" residuos
20 -33 H 9.-12 | 4 - 27 vV interagindo
0-13 V 25-28 V Hélicel Hélice2
8-21 VI 26-29 V] ! l
23-26 V]
Classificagdo: Inibidor de canal de potdssio ; Proteina: Toxina da anemona do mar

Title: Shk-dnp22: a potent kv1.3-specific immunosuppressive polvpeptide, nmr; 20 structures
Estrutura: Toxina shk em canal de potéssio. Sinonimo: shk-dnp22. Mutagdo: k22dnp,
diaminopropanoate (dnp) substitui¢do na posi¢do 22

Fonte: Sintética. Stoichactis helianthus (Anemona do mar Carribenho).

6) 2pta (Pandinus Toxin K-Alpha)
. HI

| T1 SCTNPKQCYPHCKKETGYPNAKCM&EKCKC FGR
4 1o 43 20 35 0 35

Strands Hélice B-turns hairpin
Localizagio| Sheet| | Localizagdo| Tipo| | Localizagio| Tipo| | Localizagdo| Classe
26 - 29 A 10 - 20 H 29 -32 IV [ 26-35 [2:211
32-35 A 35-38 1V
y-turn Y-bulee
|Localizagio| Tipo Localizagdo| Tipo
[ 24-26 [Inversa 29 31 32 [Antiparalela GI
Classificag@o: Neurotoxina ; Proteina: Toxina Pandinus
Title: Pandinus toxin k-a (pitx-ka) from pandinus imperator; nmr, 20 structures
Estrutura: Toxina pandinus k-alfa. Fragmento: peptideo completo. Sindnimo: pitx-ka,
a-k1x5.1. Engenhdria: gene sintético. Unidade Biologica: monémero.
Fonte: Pandinus imperator (Escorpido Imperador) . Secregdo: vencno. Expresso em:
escherichia coli.
Componente Celular:Regido extracelular; Processo Bioldgico: patogénese; Fungdo Molecular:
inibidor da atividade de canal idnico.
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4 1o LS 20 25 10 15
Strands Hélices B-turns B-hairpin
mjcaliqu‘w Sheet Locatlimq:’iolTipo Localizagdo| Tipo| | Localizagio| Classe
26-29 A 10-13 | G 28-31 | IV 26-35 2:21P
32-35 A 14-20 | H 29:32 70 N
35-38 | 1V

Classificagdo: Toxina ; Proteina: Toxina Pandinus

Title: Structural and functional differences of two toxins fiom the scorpion pandinus
imperator

Estrutura: Toxina k-beta. Fragmento: peptideo completo. Sinénino: pitx-kb, alfa-ktx5.2.
Fonte: Pandinus imperator (Escorpido Imperador). Secregao: veneno. Expresso em:
escherichia coli.

Componente Celular: regiiio extracelular; Processo Biologico: patogénese; Fungio Bioquimica:
inibidor da atividade de canal idnico.

iR) lquz

p |ascaTpmcawcnKEmcwoxcumaxcrccmc
& 15 15 20 35 B

Rcaulum em intera¢do com ligante

,2{“”“_{‘- Hélices ___ B-turns [3-hairpin
Localizagio|Sheet | |Localizagdo| Tipo||Localizagdo| Tipo| [Localizagao| Classe]
22-24 A 6-9 G 3-6 V[ 2231 [ 2:4

‘) - - -
\,'-m}'z 3 A 10-16 1 H %i%g V ] | Interagdo hélice-hélice

N residuos|
interagindo

[Localizagao| Tipo
[ 19-21 [lInversa

Hélicel Heélice2
Classificagdo: Toxina ; Proteina:Toxina hstx1 atuando em canal de potassio| 4 5
Title: Solution structure of the potassium channel scorpion toxin hstx!

Estrutura: Toxina Hstx/. Outros detalhes: quimicamente sintetisado.

Fonte: Sintética. Outros detalhes: sintetise quimica em fase sélida usando a metodologia

Jmoc. Aseqiiéneia deste peptideo ocorre naturalmente em escorpides (scorpionidae).
Componente Celular: regido extracelular ; Processo Biologico: patogénese: Funcio Molecular:
inibidor da atividade de canal idnico

9) 1lcde

: ) A A

PQCVKKDELCT PYYLDCCEPLECKKVNWWDHKCIG
=1
5 10 15 20 25 1) 5

Strands B-turns _ B-hairpin

|Localizagdo|Sheet| |Localizagio Tip(,il...contmuagao : Localizagio| Classe
33 .95 A 5.8 ||Localizagio| Tipo W33 | 1:5

31-33 A ]-14 19 - 22 Vv

2-15 IV |l 25-28 V
221 |1V 27 -30 Vv

Classificagdo: Proteina de Planta : Protuna. Polipeptideo Gurmarin, um supressor do

gosto docé.

Title: Gurmarin from gvmnema svivesire

Estrutura: Gurmarin. Outros detalhes: sintético: quimicamente sintetisado

Fonte (Espécie): Gvmnema svivestre. Localizagio (tecido): Folhas.
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10) Imb6

. = ;
| ECLET FKACNPSNDQCCKS SKLVCSRKTRWCKYQT
5 1)) L5 20 25 10 35

Strands 3-turns Y-hairpin
Localizagiio| Sheet| | Localizagdo| Tipo/ ... cOntinuagao Localizagdo| Classe|
33-35 " -7 1v_||Localizagdo| Tipo| 3733 447 |

30 -33 A 0-13 18-21 1| B-huloe

J; - [": VI ‘3; - ES [}! I[Lucu]iznqﬁn Tipo ]
—= e DSA 29A 30A] Antiparalela G1|

Classificagdo: Toxina ; Protcina: Huwen toxina-1V

Title: Thiree dimensional solution structure of huwentoxin-iv by 2d lh-nmr

Estrutura: Huwentoxin-iv.

Fonte: Selenocosmia huwena (Chinese bird spider). Secre¢do: veneno

Componente Celular: regido extracelular; Processo Biologico: patogénese; Fungido Molecular:

inibidor de atividade de canal de potassio.

11)1lqgr

| P N q
| ar 12r
| GCLEFWWKCNPNDDKCCRPFKLKCSKLFKLCNFSSG

5 T°) 15 0 25 10 35

" B-turns Y=-turns

Localizagdo| Tipo| ... continuagio Localizagio| Tipo
1-4 Vi1 Localizagdo| Tipo| 5-7 . [Classion
4-7 IV 18-21 I 11-13 “lassica
10-13 1V 24 - 27 IV |
11-14 1V 25-28 1V |

Classificagdo: Toxina ; Proteina: GSmix4

Title: Solution structure of a toxin from the tarantula, grammosiola spatulata, which

inhibits mechanosensitive ion channels

Estrutura: Gsmix4.

Fonte: Grammostola spatwlata (Tarantula rosa Chilena). Outros detalhes: Veneno

12) 1d1h |

! Hl A A

| W "'""F‘, "y

i ECRYLFGGCKTTSDCCKHLGCKFRDKYCAWDFTFES

: b 15 20 25 10 L

| Strands Hélice B-turns B-hairpin

Localizacio| Sheet| |Localizagdo| Tipo| [Localizagio| Tipo ,'Lucaliz;aqﬁo!flasse]
19-21 A 12-14 G 4-7 1| [ 19-30 | 4:6 |
28 -30 A 16 - 19 V

22-25 V

y-turns 3-bulge 23-26 |1V |

Localizagdo| Tipo Localizagdo Tipo |
2-4 Inversa 22A 26A 27A|Antiparalela G1
22-24 |lInversa

Classificagdo: Toxina ; Proteina: Hana toxina |

Title: Solution structure of hanatoxin 1

Estrutura: Hanatoxina tipo 1.

Fonte: Grammostola spatulata (Tarantula). Secrec¢do: Veneno

Componente Celular: regido extracelular; Processo Bioldgico: patogénese; Fungdo Molecular:

inibidor da atividade de canal de potéssio.

o
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13) ledr

. ¥ — : - : ._.-.'I_‘ B
NEPVSCIRNGGICQYRCIGLRHKIGTCGSPFKCCK

g W T b 5 b % B

Strands ¢lice B-turms ] I

Localizagao Localizagio Tip0| Localizagio| Tipo| .. COnUnuagao
5-14 -0 G: | 1-4 Localizagiio| Tipo
22 - 25 14-17 VI 19 - 22 v
32-35 18-2L IV 28-31 | L |

B-bulge i B-hairpin . s s

|Localizagio Tipo Localizagio|Classe “"T’;I":I'IP“’\ ,”'{.:\IE"\”\

| il

[34A 23A 24A]|Antiparalela Targa 22-35 7

Classificagdo: De defesa ; Proteina: Beta-defensin, BD

Title: Solution structure of the mouse defensin mbd-8

Estrutura: Bera-defensin (BD) 8. Sindnimo: mbd-8

Fonte: Sintético. Espécie: Mus musculus (Rato).

Componente Celular: regido extracelular ; Processo Biologico: reagio (resposta) de defesa e reagio

a peste, patogénese or parasita.

14) 1 zdc (Domain, Z34C)

HI : H2
FNMQCQRREYEALHDPNLNEEQRNAKIKSI RDDC
6 13 0 25 0 5
Hé¢lices [3-turn y-luirn
Localizagdo| Tipo|  [Localizagdo| Tipo| [Localizagdo| Tipo |
S-18 ] [ 20-23 IV | 18 - 20 ll‘l\'fl‘.\j"ldi
25-38 c
Classificagdo: Dominio de ligagdo /gg, Proteina: Imita dominio de ligagio da proteina A lg(Fc).
Title: Disulfide-stabilized mini protein a domain, z34c, nmr; 24 structures
Estrutura: Um Dominio, z34¢, Mini proteina estavel.
Outros detalhes: estavel, duas-hélices, variante de ligagdo igg de uma proteina.
Fonte: Sintética: seqiiencia dilere daquela da z38 (entrada 1zda) tendo cinco residuos
removidos do N-terminal, uma cisteina adicionada no C-terminal, ¢ gin 10 substituida por
cisteina para forma uma ponte dissulfeto.

15) 1ced ' --e - TIREEE £ ;
¥y CTRENNNTRKS IHIGPGRAFYTTGE [ TIGDI RQAHC
~ M3 . TR T T
) Hélices B-turn bossay v-turn
~ [Localizagdio| Tipo| [Localizagio| Tipo] ... SORNIIACAO. Localizag¢do| Tipo
{11 5557 G 8- 11 v || Localizagio| Tipo 9-11 Inversa

18 -21 G 9-12 V 14-17 V 33-35 |Inversa
23-32 H 12 -15 V 15-18 vV

l
i
Classificagdo: Hélice Anfipatica ; Proteina: Fragmentos loop V3
Title: Conformational model for the consensus v3 loop of the envelope protein gpl20 of HIV-1
Estrutura: Loop V3 da proteina envelope de HIV-1. Unidade Bioldgica: monomero.
Outros detalhes: Este peptideo, loop v3, ¢ um fragmento da proteina envelope gp120 de HIV-1.
Fonte: Sintética. Outros detalhes: seqiiéncia tomada do virus da imuno deficiéncia humana tipo
I (clone 12), gene env.
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T

RN -

| =

| EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGOKSAACTLKACEQ

| 5 o 15 20 25 10 35

I Strands -turns .. continuagiio S-hairpin
[Localizacﬁo Sheet |Locali7:1¢:?10 Tipo| [Localizagio| Tipo| |Localizagio| Classe

T A llL_5-8 IV 20=23 V 11-16 [2:21IP

|
Ly

15-16 A | [C12-15 11TV 22 -25 /|
Classificagdo: Hidrolase : Proteina: Inibidor Protease SGCI

Title: Solution structure of the small serine protease inhibitor sgci.
Estrutura: Inibidor i Serina protease. Fragmento: residuos entre 57-91. Sindénimo:
inibidor quimotripisina (sgei) em schistocerca gregaria.

Fonte: Sintética. Outros detalhes: sintese em fase solida, estratégia fmoc, seqiiéncia
naturalmente encontrada em desert locust (schistocerca gregaria).

Fungdo Molecular: Atividade inibidor protease.

I7)1zwf | HL _ H2 = H3

Q.&; E IQLMHNLGKHLN SMER VEWLRKKLQDVHNFVAL
L 8 | 2

10 15 ) 25 10 15

" Hélices 3-turn 1 Interagdo hélice-helice
[Localizagdo| Tipo Localizagdo| Tipo| N” residuos
47 H 7-10 v illlCl‘i\gil'ld()
| 15-28 H 8-11 Vv Heélicel Helice2
[ 32-34 G 10-13 | VI 2 3
o [29-32 TIV]
|Localizagao| Tipo |
[ 8-10 [Classical
Classificagdo: Hormoénio ; Proteina: Fragmentos do hormonio Paratiredide
Title: Structure of N-terminal acetylated human parathvioid hormone, nmr, 10 structures
Estrutura: Fragmento do hormonio paratiredide. Fragmento: residuos entre 4 - 37.
Sinénimo: N-acetil-Apth (4-37). Mutagdo: N-terminal acetilado.
Fonte: Sintética. Homo sapiens (Humano).
Componente Celular: regido extracelular ; Fungiio Molecular: atividade hormonal.

18) 1fwo

{

k rD '\D_ 'i_‘-_'_rlfﬁ  —————— .__:@ !

DHVCDDNFSCPAGSTCSSAFGFRNLSLYWGCSPVE
5 1o 15 20 25 10 5
Strands B-turns
Localizagdo|Sheet| |Localizagdo| Tipo| ... continuagio Y-turn
15-16 A 326 v 1|Localizagio| Tipo| |Localizagdo| Tipo
31-32 A 5-8 A% 20-23 V 4-6 |Clissica
S-hairpin 10-13 V :_':1 -24 \ | 6-8 Inversa
L0 24 - 27 V] [ 10-12 |lInversa]
Localizacio| Classe
15-32 112: 14
Classificagdo: Hidrolase : Proteina: Cadeia beta Orvzain
Title: The solution structure of a 35-residue fragment from the granulin/epithelin-like
subdomain of rice orvzain beta (rob 382-416 (¢398s,¢399s,¢407s,¢413s))
Estrutura: Cadeia beta Oryvzain. Fragmento: C-terminal tipo granulin/epithelin extensdo
(residuos entre 382-416). Mutagédo: sim
Fonte: Sintética. Orvza sativa (Arroz). Outros detalhes: o peptideo foi quimicamente
sintctizado. A seqii¢neia do peptideo naun‘a]imcnlc 0CorTe ¢Mm oryza sativa (arroz).
11
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19)1xjo _
49

EQECTPGQTKRQDCNTCNCTPTGVWACTRKGCPPH
[ 1 5 20 FL; 0 5

B-turn y-turn

Localizagéio| Tipo| |Localizagio| Tipo
1-4 [V 20-22 |Inversa

12 - 15 \ 22 -24 [Classica
20-23 \

Classificagdo: Hidrolase ; Proteina: Inibidor Protease SGCI

Title: Solution structure of the small serine protease inhibitor sgci.

Estrutura: Inibidor i Serina protease. Fragmento: residuos 20-54. Sinénimo: inibidor

tripisina (sgti) em schistocerca gregaria.

Fonte: Sintética. Outros detalhes: sintese do peptideo em fase s6lida, estratégia fmoc,

seqiiéncia naturalmente encontrada em schistocerca gregaria (desert locust).

SEIQLMHNLGKALNSMERVEWLRKKLQDVHNF VAL

] 1. 15 0 25 10 35
Hélice B-turns ... continuacio y-turn

20) 1zwd _ﬁﬁﬁ Y BB HL Y
oo Vevtresioo

Localizagéo| Tipo| |Localizagdo| Tipo|[Localizagio| Tipo Localizagdo| Tipo

1629 | H 2-5 VIFo-12 [1v 2-4  |Cléssica
-6 VI10-13 [ 1 7-9 |Inversa

4=7 V[ 29-32 [1V 32-34 |Inversa

Classificagdo: Horménio ; Proteina: Fragmentos do horménio Paratirebide

Title: Structure of human parathyroid hormone fragment 3-37, nmr, 10 structures
Estrutura: Fragmento do Horménio paratire6ide. Fragmento: 3 - 37. Sinénimo: hpth(3-37).
Fonte: Sintética. Homo sapiens (Humano).

Componente Celular: regido extracelular; Fung¢do Molecular: atividade hormonal.

[ —

ETQLMANLGKALNSMER VEWLRRKKLQDVHNF V4

S
1
LR

) 10 1 0 25 )
Hélices B-turns -turn
Localizagdo| Ti i Tipo| |Localizagdo| Tipo
4-12 2 [V 14-16 |Classica
16-26 29 - 3 Vv
- [V
i
Classificagdo: Hormone ; Proteina: Fragmentos do horménio Paratiredide
Title: Succinyl human parathyroid hormone 4-37, nmr, 10 structures
Estrutura: Fragmento do Horménio Paratiredide. Fragmento: 4 - 37. Sinénimo: n-succinyi-
hpth(4-37). Mutation: N-terminal Sucinilado.
Fonte: Sintética. Homo sapiens. Humano.
Componente Celular: regido extracelular ; Fun¢ao Molecular: atividade hormonal.
Obs.: Para esta proteina o programa RasMol, néo destinou tonalidade de cores as suas estruturas secundarias.
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B2yi1idg Hl H2 H3 _
P | NN A~

| Q’} | EQRASPVTFITATVVGVLLFL ILVVVVGILIKRRR
' 1 16

Jy 15 20 25 30 35
i | Hélices -turns 2 Interagdes hélice-hélice
Localizagdo Tipull Localizagio| Tipo N™ residuos
4 .23 H | 1-4 v interagindo
|
1
|

24-28 | H Hélicel Hélice2
29-33 | - 3
Y-turn Hélice2 Hélice3 |
Localizagdo| Tipo ‘

33-35 |lInversa]
Classificagdo: Proteina de smah/agao Proteina: Segmento Neu/erbb-2 atravessando membrana
Title: Solution structure of the new/'erbb-2 membrane spanning segment
Estrutura: Proteina tyrosine kinase (111j) do Receptor Erbb-2. Fragmento: Dominio
transmembrana, residuos 650-684.
Fonte: Sintética, baseada na seqiiéncia de rartus norvegicus (rat). Rattus norvegicus.
Outros detalhes: Este peptideo foi quimicamente sintetizado. Esta seqiiéncia ocorre
naturalmente em ratius norvegicus (rat).

23) 1spf£ (LipoProtein(Surface l-1lm})

y\'\. / *,
ﬁ’\y AN NN NG =
’?”53 LR IPCCPYNLKRLL V¥ VVVVVLVVVIVGALLMG L

S 1o 15 20 25 10 35
Hélice B-turns
|Localizagdo| Tipo Localizagao Tipo|
[ T : 3-6 [V |
4-7 1V_|
Classificagdo: Lipo proteina (surface film) ; Proteina: Polipeptideo C associado a
sulfactante pulmonario
Title: The NMR structure of the pulmonary surfactant-associated polyvpeptide SP-C in
an apolar solvent contains a valvl-rich -helix.
Estrutura: Sulfactante Pulmonario associado ao polipeptideo C(sp-¢).
Fonte: sus scrofa (Porco).
Componente Celular: regido extracelular ; Processo Bioldgico: troca gasosa na respiragio.

24)1zta 5| HL
NN G AA—
LOQRMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGER
’ 3 15 [ 0 P13 b 5

Hélice S-turns
' ;]...t'!l..dh/dgd() Tipo| [Localizagio| Tipo
631 | H -4 |1V
3-6 |1V
Classificag¢do: Motivo ligante de DNA ; Proteina: GCN4
Title: The solution structure of a leucine-zipper motif peptide.
Estrutura: Monomero ziper de Leucina
Fonte: Polipeptideo sintético atravessando a seqiiéncia do ativador transcricional gend
proteina ziper leucine. Saccharomyees cerevisiae (Baker s yeast).
Componente Celular: nicleo; Processo Biologico: regulagdo de transcrigio, DNA-dependente;
Fungio Molecular: ligante de DNA.
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|35} 1bde | 9
I ‘ YGDTWAGYEATTIRILQQLLFIHFR IGCRHSRIG
50 55 &0 65 kL ki 0
| Hélice -turn
[Localizagao| Tipo| [Localizagdo| Tipo |
BB R E 79-81 |Inversa|
80 -82 [Inversa]
Classificagdo: Aids ; Proteina: Fragmentos da proteina VPR
Title: Helical structure of polvpeptides from thE C-terminal half of HIV-1 vpr, nmr, 20 structures
Estrutura: Proteina Vpr. Fragmento: vpr 50-82.
Fonte: Sintética. Espécie: Virus da Imuno deficiéncia Humana tipo 1. HIV-1. Outros detalhes:
residuos 50 - 82 da vpr HIV.
Funcido Molecular: Desconhecida,

26) 1rh4 (Right-Handed coiled C(I:-'Till tetramer) -

-
nL? | IZMM&%:’

"R | AALAQ{R:KE{R‘?LLRK}KEEI{AMKK}KQEM

5 10 15 20 25 10

" Residuos em interagiio com ligante

Hélices B-turns | Interacdo hélice-hélice
L m'alvm,do Ttp0| iLuc.ihmc,do Tlpol N" residuos

<15 | H | 1= | interagindo

: 19 26 [ H | [ 2- 5 | Hélicel Helice2
[ _29-32 /
[30-33 1V |

Classificagdo: Coiled coil ; Proteina: Tetramero rh4 desenhado coiled coil com volta a direita

Title: Rh4 designed right-handed coiled coil tetramer

Estrutura: Tetramero coiled coil com “volta™ a direita. Unidade Biologica: tetramero

Fonte: Sintética: Polimero construido sintéticamente; Espécie: Seqiiéncia sintética ndo bioldgica.

\.\)':‘f |

27) lpeh
4 Hl H2 "
y - A=A =
v

& NEKKYHLQERVDKVKKKYKDVEEK SKEWVYQKYE
236 245 250 255 LS
Hélices . B-turns  continuacio
Loculi/‘t;.‘mi'l'ipn] Localizagao| Tipo ILOCJ]INWOITEPU
248-252 | G |[ 236-239 [ 1V |[ 244 -247 | IV

255 - 257 l G | [ 237-240 [ IV |[ 745 -748 l v
261-267 [ H || 238-241 | IV 352255 | 1
242-245 | 1V 1} 957 .260 | IV
243 -246 | IV || 258 -261 | 1V
Classificagdo: Nucleotideo transferase ; Proteina: Peptideo alfa-hélice de ligagao a
membrana da transferase Cvtidvivl phosphocholine

Title: Nmr structure of the membrane-binding domain of etp phosphocholine
cvtidvivltransferase, 10 structures

Estrutura: Pepnhl. Fragmento: residuos 236 - 268. Sinonimo: Dominio peptideo que
liga a membrana a cvtidvivl transferase. Mutagio: 263w

Fonte: Sintética. Rattus norvegicus (Rat.). Orgdo: figado

Processo Biologico: biosintese; Fungao Molecular: atividade de nucleotideo transferase.
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Quanto as quantidades de ligagdes de hidrogénio intra-cadeia referentes a cada proteina.
o programa grafico RasMol, fornece seus provaveis valores (a excegdo da proteina
lzwg, n” 21, onde tal informagdo nio foi disponibilizada), mostrados no grafico abaixo.

(%]
N
15

proteinas com a ta compactacio |
@ — proteinas com intermedidria compadiacao |
®  proteinas com baixa compaciacio |

NN
> 52 o©
1 o 1 1

Quantidades de ligagdes de hidrogénio
S S

co

4 8 12 16 20 24 28
Proteinas (Numeradas por R, crescentes)

o

Obs. Detalhes da classificacdo das 27 proteinas, quanto a compactagio (dada por sues
valores de raios de giragdo) em alta, intermediaria ¢ baixa, serdo fornecidas no Capitulo

=,
.".
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Para identificar relacionamentos de seqiiéncia e estrutura, entre as proteinas deste
trabalho e também para auxiliar o entendimento de cada uma destas proteinas, utilizamos
uma classifica¢do estrutural e evolutiva, da base de dados SCOP (iniciais do inglés
Structural Classification of Proteins, versio 1.69). A SCOP estd bascada numa
classificagdo que utiliza gradualmente os conceitos de classe, fold, superfamilia, familia,
para maiores detalhes ver
Murzin, A.G, Brenner, S.E., Hubbard, T., Chothia, C.: SCOP: a structural classification of
proteins database for the investigation of sequences and structures. J Mol Biol 247:536-540
(1995).

Classe Fold Superfamilia Familia
Proteinas n™ 1) 1c2u, 2) lrooe5) lbei
Proteinas pequenas  Toxina k da ane- Toxina k da ane- Toxina k da ane-

mona do mar mona do mar mona do mar

3) 1txm, 4)1tsk, 6)2pta e 7)1c49
Proteinas pequenas Knottins Tipo toxina de escorpido  Tipo toxina de escorpido
(Pequenos inibidores, toxinas, lectinas)

8) lquz
Proteinas desenhadas Desenhos baseados  Desenhos baseados Toxina hstx] em
em toxina de escorpido em toxina de escorpido  canal de Potassio
9) 1cde
Proteinas pequenas Knottins Tipo gurmarina  Gurmarina, um polipeptideo
(Pequenos inibidores, toxinas, lectinas) que elimina o gosto de doce
10) imb6, 11)1lqgr e12)1dlh
Proteinas pequenas Knottins Tipo toxina omega  Toxinas de aranhas

(Pequenos inibidores, toxinas, lectinas)

13) ledr

Proteinas pequenas Tipo defensiva Tipo defensiva Defensiva

14) 1zdc
Proteinas desenhadas Imita dominio de liga-  Imita dominio de liga-  Imita dominio de liga-
¢do da proteina A Ig(Fc) ¢do da proteina Alg(Fc) ¢do da proteina A Ig(Fc)

15) 1ced

Peptideos ~ Fragmentos de proteina do  Fragmentos de proteina Fragmentos de proteina

envelope gpl20 do HIV-1 do envelope gp120 do HIV-1 do envelope gp120 do HIV-1
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Classe Fold Superfamilia Familia
16) 1kgm e 19) lkjo
Proteinas pequenas  Inibidores PMP Inibidores PMP Inibidores PMP

Proteinas n™ 17) 1zwf, 20) lzwd e 21) lzwg
Peptideos Fragmentos do horménio ~ Fragmentos do horménio  Fragmentos do horménio

da paratiredide da paratiredide da paratiredide

18) 1fwo

Proteinas pequenas  Knottins Repete a Granulina Repete a Granulina

(Pequenos inibidores, toxinas, lectinas)

22)1ii9j e 23) 1spf
Peptideos Fragmentos helicoidal ~ Fragmentos helicoidal ~ Fragmentos helicoidal
Transmembrana Transmembrana Transmembrana

24) 1zta

Proteinas coiled-coil ~ Coiled-coil paralela  Dominio zipper Leucine Dominio zipper Leucine

25) 1bde
Peptideos Fragmentos da Fragmentos da Fragmentos da
proteina VPR proteina VPR proteina VPR

26) 1rh4
Proteinas desenhadas Tetramero rh4 desenhado TetrAmero rh4 desenhado Tetrdmero rh4 desenhado

coiled coil com volta a direita  coiled coil com volta a direita  coiled coil com volta a direita

27) lpeh

Peptideos Peptideo de ligagido 2 membrana Peptideo de ligagio 4 membrana Peptideo de ligagdo a membrana

da transferase Cytidylyl phosphocholine da transferase Cytidylyl phosphocholine da transferase Cytidylyl phosphocholine

Quanto ao itens Classe, Fold ¢ Familia temos as seguintes observacoes

Classe

Proteinas pequenas - usualmente com predominio de ligantes metélicos, heme, e/ou pontes
dissulfeto.

Proteinas desenhadas - estruturas experimental de proteinas com seqiiéncias
essencialmente ndo natural. Ndo ¢ uma classe verdadeira.
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Peptideos - peptideos e fragmentos. Néo ¢ uma classe verdadeira.

Proteinas coiled-coil - Ndo é uma classe verdadeira.

Fold
Toxina k da anemona do mar - fold todo alfa, abundante em pontes dissulfeto.

Knottins (Pequenos inibidores, toxinas, lectinas) - fold ligado por pontes dissulfeto,
contendo beta-hairpin com duas pontes dissulfeto adjacentes.

Tipo defensiva - fold abundante em pontes dissulfeto, quase todo beta.
Inibidores PMP - fold abundante em pontes dissulfeto; todo beta:3 strands anti paralelas.

Coiled-coil paralela - este ndo ¢ um fold verdadeiro; inclui oligdmeros de mais curtas
hélices idénticas.

Familia
Fragmentos helicoidal transmembrana - os membros desta familia podem ndo estar
relacionados.
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