5. RESULTADOSE CONCLUSOES

A taxa de enovelamento das proteinas pode depender de fatores diversos, como
o tamanho da cadeia — proteinas pequenas tendem a se enovelar mais rapidamentels’ e,
da seqiiéncia de aminoacidos — experimentos com mutagdes que alteram a seqiiéncia
original de aminoacidos, tém mostrado que a taxa de enovelamento pode variar até trés
ordens de magnitudeSI; e da topologia da estrutura nativa®> > %%,

O surpreendente resultado experimental relacionando a taxa de enovelamento de
pequenas proteinas (dezenas de aminoacidos) com parametros topologicos globais,
como a ordem de contato relativo, juntamente com a ocorréncia freqiiente de padrdes
estruturais repetitivos nas estruturas das proteinas reais, constituem as evidéncias mais

fortes de que a topologia da estrutura nativa ¢ um dos importantes determinantes da

“velocidade” do enovelamento, se bem que ndo € o Unico.

A hipodtese levantada neste trabalho atribui ao conteudo de estruturas tipo-
secundarias da nativa — e ndo necessariamente a sua ordem de contato relativo, como o
principal fator topologico determinante da taxa de enovelamento. Esta premissa pode
ser demonstrada como valida para um modelo em rede, embora ainda uma prescrigdo de
como o conteudo preciso de estruturas tipo-secundarias, valido também para proteinas
reais, ainda tenha que ser definitivamente estabelecida, pois a forma corrente de se
medir esta quantidade, ndo passa de um indicativo de pertinéncia, ou seja, somente
indica se um particular aminoacido pertence ou ndo a uma estrutura secundaria. Assim,
esta simples “contabilidade” ndo captura eventuais composicdes de padroes

configuracionais mais completos.
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As 52 estruturas “nativas” empregadas neste estudo, foram selecionadas de
forma a cobrir todo o intervalo dos valores da ordem de contato X (entre 0,2381 ¢
0,49471) e representar topologicamente distintos padrdes configuracionais, conforme
mostra a sua classificacdo em sete categorias, identificadas por simbolos especificos, os
quais serdo detalhados logo adiante. A Tabela 5.1 resume dados numéricos referentes as
52 estruturas nativas utilizadas como referenciais na simulacdo do modelo
computacional adotado (potencial estéreo-quimico). E possivel observar que, de
maneira geral, conforme X aumenta log ki diminui. A presenca de padrdes como
[*STTS*] (configuragdes nimeros 1, 21, 32) ou longas seqiiéncias de Ts (nimero 17)
promovem rapido enovelamento independentemente de Y. Por sua vez, a presenca de
padroes Shail e Staple (nimeros 7, 33) desacelera o processo de enovelamento, também

independentemente de X.

Os Graficos 5.1 e 5.2 contém os resultados obtidos para a taxa de enovelamento
em fungdo de X. A rigor, eles mostram a dependéncia do log ki com X, para duas
condicdes distintas: no primeiro caso, foi utilizado somente o potencial hidrofobico

{&; =h +h;}, e no Gltimo, os resultados correspondem ao modelo estéreo-quimico
propriamente dito, {€ ; + Ci,j}, isto €, vinculos estéricos foram incluidos. Uma rapida

comparagdo entre os graficos ja mostra a importancia das especificidades estéricas; os

detalhes e implica¢des sdo comentados a seguir.

No primeiro caso, o Grafico 5.1 mostra que a maioria das configuragdes
apresenta sucesso de enovelamento maior que 66% (40 das 52 estruturas) na janela de
tempo ty, como ilustra o eixo do lado direito do grafico, e como mostrado pelas linhas
tracejadas conectando asteriscos. Onze estruturas nativas ndo alcangam fragdo de
sucesso superior a 2/3, e somente em um caso o sucesso foi totalmente nulo (0% de
sucesso). Em principio, o sucesso do enovelamento poderia crescer se a janela de tempo
tw aumentasse. Contudo, foram feitas simulagdes extras utilizando uma janela de tempo
maior (de tamanho 2xty), e o sucesso do enovelamento ndo mudou. Isto sugere que para
determinadas estruturas nativas, a chance de ficarem armadilhadas em outras estruturas
nativas compactas diferentes da sua nativa é muito grande. De fato, foi o que se

observou com a Unica estrutura que ndo encontrou sua configuracio nativa na janela de
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tempo ty (total de 8,1x10 configuragdes geradas): durante 15 simulagdes
independentes, para cada uma delas, uma diferente configuracdo CSA foi encontrada,

mas todas diferentes da nativa.

Para a linha da regressdo do Grafico 5.1 foram empregadas as quarenta
estruturas com sucesso de enovelamento maior que 66% (circulos cheios). Os valores de
log ks para as doze estruturas restantes foram simbolicamente fixadas em log ki = -8,
com a finalidade apenas de enfatizar sua fraca performance (circulos vazios). Os dados

resultaram uma correlagdo fraca entre log ki e X, com o coeficiente de correlagdo de

Pearson r = -0,387.
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Grafico 5.1. Comportamento do logaritmo da taxa de enovelamento log k; e sucesso de

enovelamento (--*--) como funcdo da ordem de contato relativa. Simulag¢do efetuada
somente com potencial hidrofobico {€ ; =h +h;}. A fraca correlagio entre log ks e X
foi calculada com as estruturas nativas que tiveram sucesso de enovelamento maior que
66%. Note que o intervalo de X foi segmentado em trés faixas complementares de
Baixa, Intermediaria e Alta ordem de contato. Estas faixas sdo representadas pelas

Letras L, I e H, respectivamente.
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CO & PeTia™ | PPIT7 | PT000 1T T taas | Saple | Snail | Iogk, | Gropo
1 [0.2381 9 g I I Z 0 0 5360 m
2 (02381 9 7 0 0 2 0 0 |-5938 | @
3 [0.2381 9 é 0 I y I 0 |-5605 @
4 (02434 7 1 3 2 4 0 0 | -6585 | +
5 (02434 7 3 3 2 6 0 0 | 6835 ¥
6 (02434 7 2 3 2 6 0 0 | 678 | ¥
7 02460 9 rﬂ 0 0 2 0 1| 674 [ wis
5 02460 6 0 & 3 10 0 0 6218 ¥
o 02503 7 1 2 1 ] I 0 |-6143 @
10 [0.2563 | 8 3 1 I 6 I 0 | -6739 | W
11 |0,2593 | 7 3 3 1 7 0 0 |65 ¥
12 |0.2619 | 9 g 0 0 2 0 0 | -545 | m
13 |0,2619 | 9 7 0 I z I 0 |-5741 @
14 [0,2619 | 3 I 11 | 16 0 0 |-5640 | @
15 |02619| 4 [0 2 3 10 0 0 | -6442 VW
16 |0.2725 | & 6 0 0 3 0 0 |-5855 @
17 |0.2725 | 3 0 10 2 15 0 0 |-5494 m
18 [0,3042 | 7 1 3 1 2 0 0 |-5999 | @&
19 |03042| 4 [0 7 i 10 0 0 v
20 |0,3085 | 9 g 0 I 2 I 0 | -5402 m
21 |0,3095 | 9 7 0 0 y 0 0 -5479 | m
22 |0.3095 | 3 I 7 2 i1 0 0 | 6295 @
23 |0,3148 | 7 3 g 2 & I 0 |-6603 @
24 |0,3175 8 6 I I 4 I 0 |-5.804 | &
25 |0,3175 | 6 0 | 1 6 i 0 |-7053 | @
26 |0,3280 | 6 1 4 1 6 0 0 | -56d42 A
27 |0,3307 8 6 0 0 3 0 0 |-5954| A
2% |0,3307 | 6 1 4 0 7 0 0 | 606 @
20 |0,3307 | 6 0 3 I 12 0 0 v
30 |0,3307 | 5 0 5 1 0 0 i BN
31 (03333 5 0 5 1 7 0 0 v
32 |03333 7 6 2 1 4 0 0 |-5465 | m
33 (03333 7 2 2 0 6 i 0 v
34 |0,3492 6 2 3 0 9 0 0 |-6998 @
35 |0,3677 | 8 1 1 I 5 I 0 |-6702 @
36 |0,3677 5 I q 1 6 I 0 |-7.179 | @
37 |0.404% 6 1 2 0 6 0 0 v
(04042 4 0 9 3 12 0 0 |-7137 @
39 0,401 7 3 2 0 5 I 0 |-6238 @
40 |0,4101 | 5 0 4 1 z I 0 |-7636 @
41 |0,4127 | 6 2 2 I 6 0 0 ¥
4204153 7 1 1 I 5 I 0 | 602 | A
43 |0,42%6 | 7 3 0 0 3 0 0 |-7393 @
44 |0,441% | 7 2 1 0 4 0 0 |-7394 @&
45 |0,441% 5 0 5 I 5 0 0 v
46 0,444 6 3 1 I 7 I 0 |-7607 @
47 (0,454 7 3 1 I 4 I 0 |-7479 | @
43 (04524 6 0 g 1 & 0 0 v
49 |0,4656 | 5 2 4 1 é 0 0 |-7.566 @
S0 (0465 4| 0 7 1 9 0 0 |-7.061 | @
51 (04788 5 0 5 i 10 0 0 |-7444 | @
52 |0.4841 | 2 1 I 0 6 1 0 >0

Tabela 5.1. Caracteristicas topologicas das 52 CSA. Os simbolos identificam sete
grupos distintos. De maneira geral, conforme X aumenta, log ki diminui; log k; se refere
ao modelo estéreo-quimico. Para os casos em que o sucesso de enovelamento superior a

80% nao foi alcancado, os valores de log ki correspondentes ndo foram calculados.
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Contrastando com o caso considerado acima, o Grafico 5.2 mostra que o efeito
do conjunto de vinculos estéricos {Cj} na cinética do enovelamento ¢ marcante,
aumentando a taxa de enovelamento em mais de duas ordens de magnitude para as
estruturas com pequeno X. Pode-se observar de maneira global que o efeito dos vinculos
estéricos na cinética do enovelamento aumenta conforme X diminui, mas existem
excegdes notaveis. Para tratar estas excecdes, a influéncia dos atributos topologicos na
configuracdo nativa na cinética do enovelamento foi considerada em detalhe, agrupando
as 52 estruturas nativas em sete grupos. Seis destes grupos mostram como as
especificidades topologicas podem alterar a suposta correlag@o linear entre log ki e X, e

0 sétimo grupo ¢ composto por estruturas que se comportam muito proximas a citada

correlagao.
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Grafico 5.2. Comportamento do logaritmo da taxa de enovelamento log ki como fungao

da ordem de contato relativa, nas simulagdes em que o conjunto de vinculos estéricos

{cij} foram considerados.
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5.1 Analise dos diferentes grupos de estr uturas notaveis

O primeiro grupo representado por quadrados cheios (m) corresponde as
estruturas nativas com taxa de enovelamento no nivel mais alto. Este grupo pertence a
faixa de baixa ordem de contato, ¥ < 0,34, e taxa de enovelamento ki praticamente

independente de ¥, log ki [01-5,2.

Estas configuracdes CSA possuem em comum o que se denominou aqui alto
“conteudo de estruturas tipo-secundarias”, e representada pelo simbolo “0”. Este fato ¢
melhor visualizado através de seu correspondente mapa de contatos inter-residuos,
Figura 5.1, do que pela estrutura 3-D, Figura 4.1 (a pagina 41). Em todos os casos
mostrados na Figura 5.1, é notavel: (i) a persisténcia de linhas pontilhadas ao longo da
diagonal principal, correspondendo a a hélices (e folhas [ paralelas); (ii) linhas
pontilhadas paralelas a diagonal secundaria, a semelhanca das folhas (3 antiparalelas, e;
(iii) combinagdo de ambos, que corresponderia a organizacgdo das estruturas secundarias,

em motifs especificos.
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Figura 5.1. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas

mais rapidas: baixa ordem de contato (Lx) e alto conteudo de estruturas tipo-
secundarias (Ho), facilmente identificado através da ocorréncia persistente de linhas ao
longo (e préximo) da diagonal principal e linhas paralelas a diagonal secundaria,

lembrando o hélices e folhas 3. Ver também Tabela 5.1.

No presente modelo em rede, o contetido de estruturas tipo-secundarias € devido

as combinagdes peculiares dos padroes estruturais [*STTS*] e {*T..T*},
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principalmente. As estruturas nativas neste primeiro grupo (m) sdo caracterizadas por
seu baixo valor de ordem de contato (ou L)) e alto contetdo de estruturas tipo-
secundarias (ou Ho), representado simbolicamente por Lxy-Ho. O padrdo estrutural
[*STTS*] ¢ um dos responsaveis pelo Ho (ver Tabela 5.1): algumas estruturas nativas
deste grupo apresentam seis ou mais destes padroes (é possivel até oito destes tais
padrdoes numa unica estrutura). As seqii€ncias ininterruptas de Ts presentes também
podem agir como facilitadores do enovelamento, como o caso ilustrado na estrutura 17,
que apresenta quinze Ts ininterruptos (Figura 5.2). Esta seqiiéncia de Ts,
adequadamente arranjados, ¢ responsavel pela longa linha pontilhada ao longo da
diagonal principal de seu correspondente mapa de contatos inter-residuos (Figura 5.1).
Independentemente do valor de X, o niimero de padrdes [*STTS*] de uma estrutura
particular ¢ um fator importante que favorece a cinética do enovelamento. Simulagdes
extras envolvendo estruturas nativas com alto conteudo de padrdes [*STTS*] ou longa
seqiiéncia ininterrupta de Ts (até no maximo 23 Ts) confirmam que a presenca destes
padrdes resulta em um maior valor da taxa de enovelamento, do que se somente o valor

de x da estrutura fosse considerado.

Figura 5.2. Estrutura 17 mostrando uma seqiiéncia ininterrupta de quinze Ts, que pode

atuar como facilitadora no processo de enovelamento.

Algumas estruturas nativas que apresentam ordem de contato com valor
intermediario (0,30<x<0,42) podem também apresentar alto conteudo de estruturas tipo-
secundarias, isto ¢, [Y~Ho, Figura 5.3. O grupo representado por tridngulos vazios para
cima (A), Grafico 5.2 e Tabela 5.1, apresenta alta taxa de enovelamento, com log ks

entre —5,7 e —5,3 e sdo praticamente independentes de x. Como no grupo anterior, o alto
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valor de 0 ¢ claramente expresso nos correspondentes mapas de contatos, independente
do valor de x. E interessante observar na Figura 5.3 ¢ com a ajuda da Tabela 5.1, que a
taxa de enovelamento diminui conforme a aparéncia do mapa de contatos inter-residuos
se transfigura da forma simples, com longas linhas de pontos paralelas e

perpendiculares, para uma forma mais cheia e complexa.
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Figura 5.3. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas

com valor de ordem de contato intermediaria (Ix) e alto conteudo de estruturas tipo-

secundarias (Ho). Ver também Tabela 5.1.

Por sua vez, o grupo representado por tridngulos vazios para baixo (L) ¢
composto de estruturas nativas que apresentam baixo contetido de estruturas tipo-
secundarias embora com baixo valor de ordem de contato, ¥ < 0,26, isto ¢, LY-L0o. De
fato, neste caso o mapa de contato inter-residuos, Figura 5.4, transformou-se
consideravelmente, mostrando padroes mais complexos: os pontos estdo mais
espalhados pelo mapa, e as linhas paralelas a diagonal principal e secundaria estdo
segmentadas ou difusas, dando aparéncia de formas mais infladas. Consistentemente
com a premissa de que a cinética do enovelamento depende de O, estas estruturas
nativas apresentam velocidade de enovelamento significantemente menor do que se
esperaria se somente o valor da ordem de contato fosse considerado, como

enfaticamente mostrado no Grafico 5.2 ([J, ver também Tabela 5.1).

Algumas estruturas nativas apresentam sucesso de enovelamento menor do que
80% e, portanto, foram consideradas aqui como estruturas ineficientes para se enovelar.

Todas elas tém ordem de contato ¥ > 0,3 (ordem de contato intermediaria e alta) e baixo
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conteudo de padrdes tipo-secundarios (I e Hx-Lo) (Figura 5.5). No Grafico 5.2 estas
estruturas foram representadas de forma simbolica com taxa de enovelamento fixadas
em log ki [J-8, somente para enfatizar a fragdo de enovelamento menor que 80%; todas
elas sdo representadas por tridngulos cheios virados para baixo. E importante observar
que estas estruturas ndo correspondem, necessariamente, aquelas estruturas nativas que
apresentaram baixa fracdo de sucesso de enovelamento com a simulacdo efetuada
somente com o potencial hidrofébico, Grafico 5.1. Este ¢ somente mais um dos efeitos
dos vinculos estéricos na cinética do enovelamento, pois geralmente aumentam a taxa
de enovelamento, porém em alguns casos, especialmente para grande valor de X, podem

atuar adversamente, restringindo o sucesso do enovelamento.
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Figura 5.4. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas

com valor de ordem de contato baixa (L)) e baixo conteiido de estruturas tipo-

secundarias (L0). Ver também Tabela 5.1.

Contudo, em somente dois casos a cadeia jamais se enovelou nas suas
respectivas configuragcdes nativas durante a janela de tempo ty prefixada. Elas estdo
representadas por estrelas cheias (%) no Grafico 5.2. Uma delas (nimero 30 da Tabela
5.1) possui ordem de contato de valor intermediario, x = 0,33069, e a outra (nimero 52
da Tabela 5.1), apresentam alto valor de ordem de contato, x = 0,48413. Seus mapas de
contato estdo representados na Figura 5.6. Sua ineficiéncia no enovelamento é devido ao
baixo conteudo de estrutura tipo-secunddarias e também pela presenca de padrdes
configuracionais do tipo Shail e Staple. Assim, estas duas estruturas também estdo

incluidas no grupo representado por circulos vazios (O), que identificam configuracdes
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com padrdes estruturais com tendéncia a afetar negativamente a cinética do
enovelamento. Perfazem, este grupo, cinco das 52 configuragdes analisadas, com

valores distintos de Y.
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Figura 5.5. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas
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com valor de ordem de contato intermediaria e alta (I e Hy) e baixo conteudo de
estruturas tipo-secundarias (L0). Ver também Tabela 5.1. Note a baixa densidade de

pontos ao longo da diagonal principal.
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Figura 5.6. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas

pertencentes ao grupo com padrdes Shail e/ou Saple (O) e estruturas que nunca

enovelaram (%). Ver também Tabela 5.1.

Em todos os casos, a correspondente taxa de enovelamento ¢ reduzida para
valores bem mais baixos daqueles esperados se somente o valor de X fosse considerado.
Por exemplo, as estruturas identificadas pelos nimeros 1 e 7 na Tabela 5.1, possuem
ordem de contato proximas, X = 0,2381 e x = 0,24603, mas a velocidade de

enovelamento delas se diferencia por quase trés ordens de magnitude, devido somente a
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transformagao de dois padrdes [*STTS¥] (estrutura 1) em um padrdo Shail (estrutura 7),
como mostra a Figura 5.7. Para todos os casos deste grupo (circulos vazios) a cinética
do enovelamento foi severamente afetada, expressa pelo aumento significativo no
tempo do enovelamento, ou até mesmo afetando a fracdo do sucesso do enovelamento,

principalmente para alto valor de X.

Ainda com o propodsito de mostrar o efeito que os detalhes estruturais podem ter
sobre a taxa do enovelamento, foram selecionadas quatro estruturas com distintos
padrdes estruturais, mas todas com o mesmo valor de ordem de contato ¥ = 0,33069. Da
Tabela 5.1, observa-se que a estrutura 27 possui seis [*STTS*] e log ki = -5,7037 (Q),
enquanto que a estrutura 28 que possui somente um [*STTS¥] tem o valor de log ki = -
6,7095 (®@). As estruturas 29 e 30 ndo possuem sequer um padrdo [*STTS*]; a primeira
delas tem baixa performance (V) e a Gltima com um padrdo Snail adicional nunca
enovelou (O%). Outras estruturas nativas contendo padrdes Snail, Staple e outras
formas similares (semelhantes a pseudo-nds) foram utilizadas em simulagdes extras, e
em todos os casos a cinética do enovelamento mostrou taxa de enovelamento abaixo do

esperado se s6 o valor correspondente da ordem de contato fosse considerado.

Estrutura 1 Estrutura 7

Figura 5.7. Estruturas ntimeros 1 e 7 da Tabela 5.1. Possuem ordem de contato
proximas, ¥ = 0,2381 e x = 0,24603, mas taxa de enovelamento alterada em quase trés
ordens de magnitude, devido a transformagdo de dois padrdes [*STTS¥] consecutivos,

estrutura 1, em um padrao Shail, estrutura 7.

O ultimo grupo identificado por circulos cheios (®) rotula as estruturas nativas
restantes, ¢ sdo caracterizadas por uma mistura equilibrada de diferentes padrdes
estruturais, apresentando contatos topoldgicos que mudam continuamente de curto a

longo alcance, conforme X aumenta. Este balanco entre contatos locais e de longo
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alcance ¢ mais bem visualizado no mapa de contatos inter-residuos, conforme

mostrados na Figura 5.8.
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Figura 5.8. Mapa de contatos inter-residuos (primeiros vizinhos na rede) das estruturas

pertencentes ao grupo que apresenta uma mistura balanceada de contatos topoldogicos
(curto e longo alcance) de acordo com a ordem de contato X. Observar que o conteudo
relativo de estruturas tipo-secunddrias (nimero e comprimento das linhas pontilhadas
paralelas a diagonal principal e paralela) diminui com o aumento progressivo de X mas

sempre estdo presentes. Ver também Tabela 5.1.

A peculiaridade de tais estruturas € que, para elas, a ordem de contato relativo x
pode ser considerado como um estimador de seu respectivo conteudo de estruturas tipo-
secundarias @. Isto ocorre para a maioria das configuragdes entre as 51.704 possiveis, o
que constitui um subconjunto de configuragdes para as quais o conteudo de estruturas
tipo-secundarias pode ser substituido por Y; isto &, Xx~O 1 Assim, tais estruturas seriam,
entdo, as verdadeiras responsaveis pela dependéncia linear de log ki e X. Qualquer
estrutura que quebre este equilibrio com a dependéncia com X tem sua cinética de

enovelamento afetada, aumentando ou reduzindo a velocidade de enovelamento com
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respeito a relagdo linear entre log ki € x. Esta assertiva, baseada nos resultados obtidos
com o presente modelo, também foi observada em outro estudo, desenvolvido por Kaya
¢ Chan™®, utilizando o modelo de Go. Estes pesquisadores concluiram que, embora os
modelos utilizados no estudo sejam rudimentares, eles mostram forte evidéncia que uma
certa cooperatividade termodinamica entre conformacdes locais e interagdes nao locais
para proteinas pequenas, sdo mecanismos importantes observados experimentalmente,

que sdo dependentes dos valores de .

O mecanismo fisico basico que relaciona o conteudo de estruturas tipo-
secundarias e a taxa de enovelamento envolve o conceito de cooperatividade. Se a
estrutura nativa apresenta combinagdes de padrdes estruturais ricos em contatos de curto
alcance (como a hélices e folhas [), ha significativas chances para uma cadeia,
apropriadamente desenhada, desenvolver um processo cooperativo de enovelamento
rapido, porque as flutuacdes térmicas geradas podem favorecer situacdes que envolvem

contatos locais”

. Um determinado arranjo de padrdes estruturais € cooperativo se apos
um ou poucos contatos nativos formados, outro contato nativo passa a ter chance muito
maior de ocorrer do que anteriormente. O processo cooperativo ¢ consumado se um
adequado design da seqiiéncia acontece, de forma a otimizar o sistema de competi¢ao
entropia-energia. No mesmo sentido, ¢ possivel entender porque certos padroes
estruturais, como Shail ¢ Saple, ¢ mesmo diferentes combinagdes de outros padrdes,
podem provocar dificuldades para o processo de enovelamento, causando pobre

performance de enovelamento.
5.2 Comentarios e conclusdes

O efeito dos vinculos estéricos na cinética do enovelamento se torna evidente
quando sdo comparados os resultados da simulagdo do modelo hidrofobico

(h; =h +h;) com os resultados alcangados pela simulagdo com o modelo estéreo-
quimico (€ ; =h; +¢C ;): a velocidade de enovelamento aumenta substancialmente

quando os vinculos estéricos estdo presentes, principalmente para estruturas nativas com
ordem de contato relativamente pequena, afetando de forma global a correlagdo entre
log ki e x. Isto mostra que o conjunto de especificidades estéricas para os pares em

contato {Ci;}, conjugado com o design adequado da seqiiéncia de residuos da estrutura
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nativa, pode ajudar a dirigir a cadeia pelo espaco configuracional através de um
processo eficiente de enovelamento, especialmente para as configuragcdes com alto
conteudo de estruturas tipo-secundarias. Desde o trabalho publicado por Ramachandran

etal.”

, ¢ de conhecimento que o modelo da esfera rigida ¢ uma boa aproximagao para o
empacotamento configuracional da cadeia e outros aspectos das moléculas de
proteinas’®, contudo, os vinculos estéricos ainda ndo foram explorados suficientemente
com respeito a seu efeito na cinética do enovelamento. A este respeito, € interessante
comparar os resultados obtidos com aqueles publicados no recente trabalho de Kaya e
Chan”, identificado aqui como modelo de Go-x: o efeito dos vinculos estéricos (codigo
estéreo-quimico) e a influéncia da unido cooperativa local-ndo local de contatos
(modelo de Go-x) na taxa de enovelamento ki sdo ambos globalmente dependentes de X,
mas trabalham exatamente em sentidos opostos. Os vinculos estéricos sempre
aumentam a taxa de enovelamento comparativamente com o modelo hidrofobico {c;; =
0}, ficando mais acentuada conforme o valor de X diminui. Por outro lado, a unido
cooperativa local-nao local de contatos (modelo de Go-x) reduz progressivamente a taxa
de enovelamento conforme X aumenta, com respeito ao modelo original de G6. Este
contraste aparece do fato que, enquanto no presente modelo (estéreo-quimico) a cadeia
¢ eficientemente guiada pelos vinculos estéricos para a estrutura nativa, na interacdo
dependente do meio a forte interacdo ¢ enfraquecida se um ou mais segmentos da cadeia
seqiliencialmente locais para os residuos que estdo interagindo ndo s@o nativos; isto
certamente descarta muito mais MCS do que no modelo original de G6. No presente
modelo, a cadeia ¢ eficientemente guiada para sua estrutura nativa porque as restri¢cdes
estéricas minimizam os contatos inter-residuos ndo nativos''.

Existem configuracdes CSA para as quais a ordem de contato relativa X nao
corresponde a todo o seu conteudo de estruturas tipo-secundarias. De fato, existem
configura¢des com alto contetido de estruturas tipo-secundarias e distintos valores de
ordem de contato, de xy = 0,23 a ¥ = 0,42; ¢ a primeira evidéncia que a mistura de
distintos padrdes configuracionais pode ser feita de tal forma que favoreca a
cooperatividade do enovelamento. O oposto também ¢ verdadeiro: algumas
combinagdes de padrdes estruturais que resultam em baixo X, podem interferir muito na

cinética do enovelamento, diminuindo a taxa de enovelamento. Particularmente isto ¢
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enfatizado por duas seqliéncias de estruturas nativas dispostas na Tabela 5.1: as
estruturas de nameros 18 a 21 (x = 0,30952) e as estruturas de nimeros 31 a 33 (¥ =
0,3333). Em ambos casos a taxa de enovelamento muda drasticamente em fun¢do de
cada combinacdo particular dos padrdes estruturais de cada estrutura. Contudo, a
maioria das 51.704 estruturas apresenta certa quantidade de estruturas tipo-secundarias
que ¢ bem representado por seu respectivo valor de X; por causa disto, uma amostra
aleatoria retirada entre as 51.704 estruturas tende a reproduzir a correlagdo linear entre
log ki e X. As excecles sdo exatamente aqueles casos para os quais X ndo ¢ um bom
estimador das estruturas tipo-secundarias do estado nativo, e para elas o ponto (X, log k)

caira fora da reta de regressao.

Os resultados apresentados aqui indicam que as constantes da taxa de
enovelamento sdo grandemente determinadas por detalhes topoldgicos da estrutura
nativa, como tipos de padrdes configuracionais e suas combinagdes, € que parametros
globais, como a ordem de contato relativa, podem ndo ser eficaz para detecta-los. Esta
evidéncia ndo pode diretamente ser estendida as proteinas maiores, principalmente
devido as limitagoes do modelo em rede usado neste trabalho; entretanto, como as
estruturas de proteinas grandes e pequenas sdo configuracdes formadas por
combina¢des de elementos estruturais hierarquicos (estruturas secundarias, motifs,
dominios), supde-se que o mesmo efeito deve ser significativamente influenciado na
determinacdo de constantes da taxa de enovelamento de proteinas maiores, embora
necessariamente mais complexas. Certamente, as proteinas maiores podem apresentar
os arranjos geométricos hierarquicos que ndo sdo possiveis em proteinas pequenas.
Também, alguns conceitos topologicos mostram limitagdes intrinsecas conforme os
diferentes tamanhos das proteinas. Por exemplo, a aproximacao utilizada neste trabalho
propde que o termo “contetdo de estruturas do tipo-secundarias 0” seja compreendido
como uma medida das condi¢des topologicas para efetivas interagdes locais € ndo-locais
durante a reacdo de enovelamento, favorecendo a cinética do enovelamento. Este regra ¢
muito melhor compreendida através dos mapas do contato inter-residuo da estrutura
nativa correspondente, do que de seu nimero relativo de residuos que pertencem a
estruturas secundarias como a-hélices e folhas B. Um segundo exemplo esta

relacionado a ordem de contato relativa: para uma tnica hélice uniforme, X escala com
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1/L (L é o comprimento da proteina) o que significa que, assumindo a correlagdo linear
entre In kf ¢ X, um dominio helicoidal deve enovelar-se mais rapidamente enquanto seu
comprimento L aumenta, indicando que o tamanho da proteina ndo estd corretamente
ponderado no calculo. Desta forma, mudancas no conceito de ordem de contato,
tratando topologicamente as folhas 3 antiparalelas de forma semelhante as a hélices

(Zipper hipotese’®), da suporte para incluir em um unico pardmetro o conteido das

novo

estruturas tipo-secunddrias; grosseiramente temos que x"° =g~ para pequeno valor

" = ypara alto valor de X e baixo 0. Especificamente, uma folha f3

de X, e X
antiparalela com n residuos em contato contribui para ¥ de acordo com a quantidade

0=2+4+6+..+2n=(1+n)n; mas, na nova proposta, esta mesma estrutura

contribuiria com 3™ = 2.n. Contudo, uma medida numérica geral e consistente para

ainda deve ser desenvolvida.

Como comentario final, enfatiza-se a capacidade do conjunto de vinculos
estéricos {Cij} em agrupar as estruturas nativas de acordo com seu respectivo conteudo
de estruturas tipo-secundarias g, como mostrado na Figura 5.2, e o fato de que a
influéncia de 0 na cinética do enovelamento estd de acordo com o comportamento
experimental observado: i) estudos através da analise da técnica experimental de “¢
values”, sugerem a existéncia de um certo estado que precede o enovelamento,
denominado “estado de transi¢do” (transition state) que lembra a estrutura nativa, no
sentido de que 0 mesmo é composto por elementos da estrutura secundaria nativa’’; ii)
extensivos trabalhos usando proteinas de diferentes tamanhos mostram que o estado de
transi¢do representa um passo limitante na reagio do enovelamento’’, isto é, durante o
processo de enovelamento, a maioria do tempo ¢ despendida para alcangar o estado de
transicdo e que, uma vez alcancado, a cadeia atinge rapidamente o estado nativo®’. Este
resultado, junto com as propriedades adicionais do modelo estéreo-quimico'’, sugere
haver um papel ubiquo para os vinculos estéricos no problema do enovelamento de

proteinas.
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5.3 Trabalhos futuros

O presente modelo estéreo-quimico possui uma caracteristica peculiar, no que
concerne a representacdo simplificada do sistema protéico: o modelo mimetiza quase
completamente todos os aspectos do problema do folding de proteinas.
Metaforicamente, um pequeno mundo paralelo € proposto, pelo qual se pode “simular”

diversos aspectos do problema, além daqueles estudados neste trabalho.

Desta forma, varios topicos foram iniciados (e outros vislumbrados) durante o
presente estudo e constituem, portanto, problemas a serem desenvolvidos a seguir.

Dentre eles, destacam-se:

) O uso da identidade ln<ti>:<ln(ti )>+ye (Capitulo 3) para identificar as

“proteinas” que obedecem ao processo termodindmico de dois estados. Para este caso,
somente ¢ que a identidade matematica vale, portanto, os outros casos sdo detectaveis,
mesmo para amostras pequenas, com 15 simulagdes.

(2)  Discrepancia configuracional. Com o conjunto completo das 51.704
configuracdes distintas, representando o universo das possiveis conformagdes protéicas,
pretende-se aprimorar algoritmos para comparacgao configuracional.

3) Desenvolvimento de uma “medida” do conteido de estruturas tipo-secundarias
de proteinas globulares, valida para modelos em redes e proteinas reais, € que consiga
capturar num unico parametro, o “peso” adequado das muitas possiveis composi¢des

destas estruturas.



