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Resumo

Nos investigamos a possibilidade de que enterramentos atémicos, definidos a partir das distancias
ao centro geométrico, sejam preditos a partir da seqiiéncia e contenham informacao suficiente
para determinar a estrutura tridimensional de proteinas globulares. A segunda hipétese foi tes-
tada por meio de simulagoes de Monte Carlo para 4 proteinas pequenas (1E0L, 1IGD, 1IENH,
10ORC), onde a energia de cada dtomo diminuia & medida que sua distancia ao centro se apro-
ximava da distancia nativa. Para todas as proteinas foi observada uma correlacao entre essa
energia artificial e o drms e as estruturas de energia mais baixas eram essencialmente nativas
(drms <~ 1,5A). Para investigar a primeira hipétese, utilizamos um banco de dados de 321
proteinas globulares nao homologas e encontramos que a distribuicao de enterramentos atomicos
para cada tipo de dtomo pode ser descrita por uma fun¢ao adaptada da distribuicao de Fermi-
Dirac. Um parametro ajustado nessa funcgao é relacionado com a hidrofobicidade e mostrou
correlacao com dados presentes na literatura. Essa funcao fornece também um parametro que
representa um potencial estatistico e mostra ser capaz de distinguir a estrutura nativa de estrutu-
ras compactas ao acaso para IORC. Considerando seqiiéncias de proteinas como sendo geradas
por uma fonte de informacao, e com base na teoria de Shannon, encontramos que seqiiéncias de
aminodcidos armazenam cerca de 4 bits/aminodcido. A discretizacao do enterramento permite
quantificar sua entropia informacional da mesma forma. Como resultado, encontramos que uma
precisao entre 10% e 20% do raio de giro deve ser um limite para discretizacio do enterramento
atomico. Encontramos ainda que a informacao possivel de ser extraida a partir da seqiiéncia de

aminoacidos é maior quanto maior a distincao dos tipos atomicos.
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Abstract

We investigated the possibility that atomic burials, defined by the distance from the protein
center, might be predicted from the primary sequence and might have enough information to
determine the three-dimensional structure of globular proteins. The second hypothesis was tes-
ted by Monte Carlo simulation of 4 small proteins (1E0L,1IGD, 1ENH, 10RC), where the
energy of each atom decreased as its distance approached its native distance. For all proteins,
there was a correlation between this artificial energy and drms of the final conformations and
the lowest energy conformations were essentially native (drms < 1,5;1). To investigate the
first hypothesis, we used a data bank of 321 non-homologous globular proteins and found that
the distribution of atomic burials can be fitted by a Fermi-like function. In this function, one
parameter is related to hydrophobicity and showed correlation with previous scales. Further-
more, this function also provides a statistical potential which was able to distinguish native from
non-native random globular structures. Considering protein sequences as being generated by an
information source, in the sense of the Shannon theory, we estimated their informational entropy
as 4 bits/aminoacid. Discretization of atomic burials allows quantification of their informational
entropy. As result, we obtained that a precision between 10% and 20% of the radius of gyration
should be a limit to the discretization of atomic burials. We also found that we can extract more

information of the aminoacid sequence the more specific we discriminate the atomic type.
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1 Introducao

O estudo do enovelamento de proteinas tem sua origem no comeco do século XX.
Em 1929 Wu foi o primeiro a sugerir que a desnaturacao de uma proteina ocorria por
causa de um efeito de desenovelamamento [1]. Nos anos seguintes, diversos autores es-
tudaram a termodinamica desse processo. Em 1931, Anson et al. publicaram um artigo
descrevendo que a desnaturacdo de algumas proteinas era um processo reversivel [1,2].
Alguns anos depois comecaram a ser considerados estudos relacionados a termodinamica
do dobramento de proteinas [3,4]. Em 1951, foi publicado um artigo sobre o processo
de desnaturacgao e renaturacao de proteinas, onde os autores fizeram uma anélise termo-
dinamica do enovelamento do quimotripsinogénio considerando o processo como sendo
de dois estados [3]. Em 1962, Tanford publicou um artigo comparando a energia livre
de desnaturacdo com a contribuigao hidrofébica esperada de cada residuo [4]. Nos anos
seguintes, a reversibilidade da desnaturacao era conhecida para algumas proteinas [2,3, 5]
e foi consolidada a idéia de que a informacao da estrutura de uma proteina estd em sua
seqiiéncia [5-7]. Em 1973, Anfinsen mostrou que a nuclease de estafilococos sintetizada
artificialmente também se enovela e mantém a atividade da proteina obtida in vivo. Essa
mesma proteina pode ser quebrada em um sitio especifico e os dois fragmentos gerados
sao capazes de se dobrar mantendo a atividade da estrutura nativa [7].

Concomitantemente a idéia de que a conformagcao esté codificada na seqiiéncia, houve o
desenvolvimento de técnicas de difracao de raios-X, sendo que, em 1958, a mioglobina foi a
primeira proteina a ter sua estrutura determinada experimentalmente [8]. O conhecimento
da estrutura de algumas proteinas possibilitou o aparecimento de novas estratégias para
a tentativa de predicao da estruturas a partir da seqiiéncia de aminoacidos. Na década
de 70, era comum a busca da predicao de estruturas secundarias, para a partir de entao
buscar, eventualmente, a estrutura tridimensional [9,10]. Em um artigo de 1974, Schulz
mostra uma comparacao entre 11 métodos desenvolvidos para a predicao de estrutura
secundaria [10].

Ao final dos anos 60, foi levantada uma questao, conhecida como paradoxo de Le-



vinthal, de que uma cadeia peptidica nao teria tempo suficiente de explorar o espaco
conformacional e alcangar o minimo termodinamico, supostamente representado pela es-
trutura nativa [6]. Em um artigo de 1969, Zwanzig et al. concluiram que uma cadeia
de 101 monomeros levaria cerca de 10?” anos para explorar aleatoriamente todo o espaco
conformacional [11]. Porém, o tempo de renaturagdo de uma proteina ocorre na ordem
de segundos. Para resolver essa questao, Levinthal sugeriu que o enovelamento de uma
proteina fosse direcionado por um caminho especifico até a estrutura nativa.

A idéia de caminho especifico colocou em debate se a estrutura de uma proteina repre-
sentava apenas um minimo local de energia livre, possivel de ser alcancado cineticamente,
ou se representava o minimo global. Atualmente, a solucdo mais aceita para o paradoxo
de Levinthal é a representagao do espaco conformacional como uma superficie de energia
livre em forma de funil (figura 1 [12,13]). Esse modelo satisfaz tanto a hipétese termo-
dinamica quanto a necessidade de acessibilidade cinética. Segundo essa representacao,
diversos caminhos direcionam o enovelamento ao minimo global dessa superficie, que cor-
responde a estrutura nativa. A forma de funil é consistente com a hipdtese de que a
energia média dos contatos nativos, ou seja, contatos presentes na estrutura nativa, é
menor do que a dos nao nativos, de tal modo que a formacao de contatos nativos implica
em uma diminuicao tanto da energia quanto da entropia a medida que o sistema evolui
do estado desenovelado para o estado nativo [12]. O aumento da declividade desse funil
energético com a profundidade é importante para caracterizar o processo de enovelamento
como um processo de dois estados, e um minimo de energia profundo em relacao a estru-
turas aleatdrias é necesséario para a estabilidade da estrutura nativa [14]. A profundidade
desse minimo pode ser representada matematicamente pelo calculo do valor-Z (tradugao
de “Z-score”) da energia da estrutura nativa [15], ou seja, a diferenca em unidades de
desvio padrao que a energia da estrutura nativa estd em relagao a energia média.

Segundo Privalov, quatro tipos de interagoes nao covalentes intramoleculares podem
existir em uma proteina: interacoes de van de Waals, pontes salinas, pontes de hidrogénio
e as “interacoes hidrofébicas” [16]. Exceto pelas interagdes hidrofébicas, todas as in-

teracoes interiores as proteinas também ocorrem entre a proteina e o solvente. A priori,



Figura 1: Esquema representando um funil de energia. A area desse gréafico representa os
espacos conformacionais, relacionados a entropia. Nota-se que a estrutura nativa encontra-
se em um minimo profundo, acessivel cineticamente por causa do funil energético. A ener-
gia livre representada inclui o efeito entrépico da dgua. Em a) temos um funil energético

perfeito e em b) um funil energético com rugosidades, caracterizando algumas armadilhas

cinéticas. (retirado de [12])



nao existe nenhuma razao fisica que indique que essas interacoes sejam mais favoraveis
para a estrutura nativa. Em conseqiiéncia, torna-se razoavel concluir que as interagoes
hidrofébicas representam a principal causa responsavel para a estabilidade da estrutura
nativa, mesmo apos o estudo de Privalov ter concluido, por meio de dados experimentais e
demonstracao matematica, que a diferenca entre as forgas das interagoes proteina-solvente
e proteina-proteina é essencial para as propriedades termodinamicas de uma proteina.

A explicagao para o efeito hidrofébico é descrita por Dill et al. em [17]. Segundo
essa explicacao, grupos apolares, ao fazerem contato com um solvente aquoso, organi-
zam as moléculas de agua ao seu redor, criando uma camada de solvatacao relativamente
rigida. Essa organizacao da dgua diminui a entropia do sistema, desfavorecendo a mistura.
Por esse principio, quanto maior a hidrofobicidade de um grupo atomico, maior sera sua
tendéncia em se esconder da adgua. Essa conclusao esta de acordo com resultados expe-
rimentais e é reforcada por resultados de um modelo em duas dimensoes. Nesse modelo,
as moléculas de agua sao representadas como um disco contendo trés eixos capazes de
interagir por pontes de hidrogénio. Os resultados desse modelo reproduzem propriedades
anomalas da dgua e corroboram a idéia anterior descrita para o efeito hidrofébico [17].

O efeito hidrofébico em uma proteina ocorre por causa da presenca de grupos apolares
ao longo da seqiiéncia. E a cadeia lateral que diferencia a hidrofobicidade dos residuos
de aminoacidos que compoem as proteinas. Fauchere & Pliska descrevem experimental-
mente a hidrofobicidade de cada aminoacido a partir de sua energia livre de transferéncia
do octanol para dgua [18]. Miller et al. mostraram que existe correla¢do entre as hidro-
fobicidades dos residuos calculadas por Fauchere & Pliska e suas exposi¢oes médias ao
solvente, observadas em estruturas de proteinas obtidas por cristalografia [19].

Evidéncias experimentais mostram que a desnaturacao de uma proteina ocorre como
uma transicao de fase de 1* ordem, ou seja, a desnaturacao ocorre em um processo de
tudo ou nada. Em [16], Privalov caracteriza a desnatura¢ao de uma proteina como uma
transicao de fase e ilustra o fato com experimentos que mostram o processo de desna-
turagao da Lisozima (desnaturacao por temperatura, pH e GdmCl). Em alguns modelos

computacionais, a transicao de fase pode ser visualizada a partir de uma distribuicao bi-



modal, representada pelo estado nativo e pelo estado desnaturado [20,21]. A transigao de
fase facilita o estudo termodinamico do processo de enovelamento ao permitir diferencia-lo
em dois estados.

A cadeia principal de uma proteina é formada por grupos polares, representados por
um atomo de oxigénio e um de hidrogénio ligado a nitrogénio, capazes de interagir por
pontes de hidrogénio. Como conseqiiéncia ao enterramento de regides hidrofébicas, ha
o enterramento de grupos polares da cadeia principal. Ao se enterrar, um grupo polar
precisa desfazer interacoes fortes com o solvente. A compensacao do rompimento dessas
interagoes ocorre com a formacao de pontes de hidrogeénio intramoleculares. Esse fato,
que restringe a possibilidade de conformacoes nativas, é evidenciado pelas estruturas se-
cundéarias a-hélices e #-folhas. Essas estruturas secundarias sao comuns em proteinas e se
formam por padroes de interacao de ponte de hidrogénio entre os atomos da cadeia princi-
pal. A restricao de ponte de hidrogénio limita as conformacoes acessiveis e, por essa razao,
se torna um fator importante para ser considerado em potenciais estatisticos. Hoang et al.
fizeram um modelo considerando pontes de hidrogénio e interagoes hidrofébicas. Nesse
modelo, as seqiiéncias eram diferenciadas entre residuos H e P, e somente os residuos
H contribuiam para as interagoes hidrofobicas. Simulagoes de Monte Carlo utilizando
esse modelo mostraram que o peso considerado para as pontes de hidrogénio é um fator
importante nao apenas para formacao de estruturas secundarias, como também para a
determinagao do tipo de estrutura secundaria predominante [22].

Modelos com caracteristicas de proteina sao criados para desenvolver e testar teorias.
Nos modelos mais simples, o espaco conformacional se limita a posicoes discretas, em
duas ou trés dimensoes, acessiveis aos monomeros. Algumas caracteristicas observadas
experimentalmente podem ser obtidas através de modelos minimalistas. O pressuposto
de que a evolucao selecionou interagoes minimamente frustradas, ou seja, que contatos
favoraveis se formam na direcao da estrutura nativa, inspira a consideracao de que a
cinética do enovelamento é guiada por seus contatos nativos. Uma aplicacao dessa visao
¢ a descricao da cinética e termodinamica de uma proteina a partir da funcao de energia

GO. Na fungao GO, apenas contatos nativos contribuem energeticamente para a energia



da estrutura. Onuchic et al assume esse fato como exemplo para construcao de um funil
de energia [13] e ilustra esse processo para o repressor Arc, em [23]. Porém, em 2006,
Garcia et Al. mostrou, para um modelo tridimensional, que a cinética de dobramento
pode depender da fungao de energia utilizada [24].

O modelo GO nao é um modelo relacionado a predicao de estrutura de proteinas, visto
que a funcao de energia desse modelo necessita da informacao da estrutura nativa para ser
estabelecida. Um modelo para predicao de estrutura deve ter sua funcao de energia esta-
belecida a partir da seqiiéncia primaria. Um modelo minimalista de duas dimensoes foi
usado por Lan & Dill em 1989 [25]. Para esse modelo existiam dois tipos de monomeros,
H e P, representando hidrofébicos e polares, dos quais o contato HH contribuia nega-
tivamente para a energia da estrutura. Nesse trabalho, os autores obtiveram algumas
seqliéncias que tinham poucas conformagoes acessiveis. Na década de 80 e 90, era comum
considerar a estrutura nativa de modelos protéicos como maximamente compacta. Um
modelo da década de 90 permitia uma estrutura nativa compacta, porém, esse modelo
levava em consideracao uma potencial de contato, dependente de uma combinagao, 2 a 2,
de 20 letras [15,26].

Ao final da década de 90 [20], Araiijo obteve um método de desenhar seqiiéncias ca-
pazes de se enovelar para uma estrutura nativa unica a partir de um potencial simples
dependente apenas da hidrofobicidade e do niimero de contatos de cada mondomero. De
acordo com esse modelo, estruturas segregadas teriam maior probabilidade de ser poten-
cialmente nativa. Uma estrutura é considerada maximamente segregada se metade de
seus monomeros se encontrarem enterrados e a outra metade expostos. Esse modelo foi
eficiente para enovelar, em 2 estados, modelos de 2 e 3 dimensoes [20,27] e mostra a
possibilidade de se reproduzir comportamento de proteina diferenciando os monomeros
apenas pela sua hidrofobicidade.

Pelo principio do efeito hidrofébico, grupos apolares tendem a se esconder do solvente.
Por esse motivo surge a expressao “enterramento”, referente ao quanto um atomo ou
residuo esté escondido do solvente. Diversas definicoes podem ser utilizadas para repre-

sentar o enterramento em uma proteina. O enterramento de um dtomo é comumente



definido pela fracao de sua superficie acessivel ao solvente ou pelo nimero de contatos.
Por causa de sua relacdo com a hidrofobicidade, uma boa definicao de enterramento é
importante para um modelo de predicao de estrutura. Se, de alguma forma, o efeito
hidrofébico esta codificado na sequiéncia de aminoacidos, é possivel a predicao de enterra-
mentos atomicos preferenciais e, a partir de entao, a estrutura nativa, conforme o seguinte

esquema:

seqiiéncia de aminoacidos — estrutura 3D

1\, 2

enterramentos atomicos

Neste trabalho, definimos o enterramento atomico como a distancia de cada atomo
ao centro da proteina. Buscamos verificar, a partir dessa definicao, se os enterramentos
atomicos contém informacao suficiente para determinar a estrutura de proteinas globu-
lares. Por causa da simetria da estrutura de proteinas globulares, espera-se que o en-
terramento de um atomo esteja relacionado a hidrofobicidade do grupo atomico a que
pertence. Dessa forma, enterramentos preferenciais poderiam ser estabelecidos a partir

da seqiiéncia de aminoacidos.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Contribuir para o entendimento do enovelamento proteico e eventual predicao de
estrutura de proteinas globulares a partir da seqiiéncia de aminoacidos via enterramentos

atomicos.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a distribuicao de enterramentos atomicos em proteinas globulares.

- Predizer enterramentos atomicos preferenciais a partir da sequéncia de aminoacidos.

- Verificar se enterramentos atomicos contém informacao suficiente para enovelar proteinas
globulares.

- Otimizar a quantidade de informacao a ser extraida da seqiiéncia de aminoacidos

para obter enterramentos atomicos.



3 Descricao de enterramentos atomicos em proteinas

globulares

3.1 Caracteristicas das proteinas do banco de dados

O enterramento de um atomo esta relacionado com sua exposi¢ao ao solvente. Em
proteinas globulares, a simetria radial permite inferir que essa exposicao esta relacionada
a distancia de um atomo ao centro da proteina. Por esse motivo selecionamos no banco
de dados apenas proteinas globulares e representaremos o enterramento dos atomos pela
sua distancia ao centro da proteina.

A selecao do banco de dados foi feita a partir de uma lista, contendo 731 cadeias de
proteinas obtidas por cristalografia de raio-X, com identidade menor que 25% e resolucao
melhor que 2.5 A, de acordo com os critérios descritos pelo pdbselect [28]. Dessas 731
cadeias de proteinas, foram selecionadas apenas aquelas que que satisfizeram o critério de
globularidade, resultando em um total de 321 proteinas.

Definimos como globular uma proteina que satisfaca a condicao de ser compacta e

esférica. Para isso, ela deve satisfazer as condicoes £ < 2,9 e Asf < 0,1. Onde,

Ry

k=~ (1)

é uma constante positiva, chamada de constante de compactacao. Quanto menor for o

seu valor, mais compacta sera a proteina e

(A1 = A2)?2+ (A1 = A3)2+ (Mg — A3)?
2(A1 + A2+ A3)?

a asfericidade. O valor de Asf pode variar de 0 a 1. A asfericidade de uma esfera é

Asf = (2)

zero [29] . R, é o raio de giro da proteina e é calculado a partir das distancias R; de cada
atomo 7 ao centro geométrico de uma proteina, conforme a equagao:
n 2
iz It

Ry = T (3)

e, A1, Ay e A3 sao chamados de eixo de inércia de uma proteina, calculado pelas raizes do

determinante da matriz



Sy —T) X(y—y)P-A > (Y =)z —72)
> (2 —2)(w — ) X (2 —2)(yi—7) Y (i —2)? = A

onde x;, y; e z; sao as coordenadas do atomo i, sendo os somatorios em cada termo
realizados de ¢ = 1 até ¢ = n, enquanto T, § e Z representam as médias das coordenadas
dos n atomos, ou seja, as coordenadas do centro geométrico da proteina. A distribuigao
de proteinas deacordo com sua asfericidade e constante de compactacao é mostrada na
figura 2.

Selecionado o banco de dados, definimos 5 conjuntos disjuntos, que separam as cadeias
de proteinas de acordo com o tamanho. N < 100 (55), 100 < N < 150 residuos (73),
150 < N < 200 (66) , 200 < N < 300 (74) , 300 < N (53), onde N representa o
tamanho em quantidade de residuos de aminoacidos e os valores entre parénteses indicam
a quantidade de cadeias em cada conjunto. Para esses diferentes grupos, representamos
por n(R) = (1/N,)(dn(R)/IR), a distribuicdo média da quantidade de dtomos relativa a
distancia R do seu centro geométrico. Onde NN, representa o ntiimero de proteinas para
um conjunto p e on(R) representa a quantidade de dtomos encontrados em uma casca
esférica de raio R, definida como o intervalo R — dR/2 < R < R+ dR/2 (figura 3).

Conforme mostrado na figura 3, para todos os grupos de proteinas, a quantidade de
atomos cresce quadraticamente para R pequeno, atinge um maximo a uma distancia R,,q;
dependente do tamanho e em seguida sofre uma queda até se anular. Esse comportamento
pode ser observado na figura 3a. Em 3b verificamos os mesmos dados em uma escala log-
log. Uma reta de inclinacao 2 evidencia o crescimento quadratico para raios pequenos
(crescimento proporcional ao volume de uma casca esférica de raio R). Na figura 3¢

a representacao monolog mostra a queda quase exponencial para R grande. Em 3d é

n(R)

1.n2- Dsses dados

mostrada a densidade volumétrica de atomos em relagao a R, ou seja
sugerem que a densidade média em uma regiao central de uma proteina globular é préximo
de uma constante, seguido de uma queda abrupta e sao consistentes com a idéia de um

nicleo compacto e uma regiao menos densa, hidrofilica, acessivel ao solvente.
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Figura 2: Critérios para selecdo de proteinas globulares. a) R, em fungdo da quantidade
de aminodcidos N. A linha que corta o grafico representa k = 2.9. H& 448 proteinas abaixo
dessa linha. Em b) acrescentamos o critério de asfericidade para a selecdo do banco, e
encontramos 321 proteinas que se adequaram a essas condigoes. Em ¢) a distribuigao em
histograma das proteinas de todo o banco segundo a asfericidade. Em d) a distribuigao

em histograma das proteinas segundo a constante de compactacao.
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Figura 3: O padrao de distribuicao da quantidade de atomos de acordo com a distancia
ao centro geométrico (n(R)) é semelhante para proteinas de diferentes tamanhos. Todos
os grupos de proteinas mostram um crescimento quadratico para distancias pequenas e
atingem um maximo seguido por uma queda até se anular para distancias grandes. O
raio que representa o ponto de maximo é maior para proteinas maiores. Todas essas
caracteristicas podem ser visualizadas em a. A representacao em escala loglog facilita
a visualizacdo do crescimento quadratico em R pequeno (b) e a representagdo monolog
facilita a visualizacao de uma queda quase exponencial para R grande (¢). Em d mostra-
mos a densidade volumétrica de atomos em funcao de R. Para R pequeno, a densidade é
maxima, proximo de uma constante. Em seguida ocorre uma queda abrupta até a densi-
dade se anular. Matematicamente, o erro para R pequeno diverge e esse fato justifica a

dispersao dos pontos nessa regiao.
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De modo interessante, a densidade volumétrica de dtomos mostrada em 3d comporta-
se de modo semelhante a distribuigao de Fermi-Dirac, mostrada na figura 4. Combinando
a funcao que descreve a distribuicao de Fermi-Dirac

e~ Bla—p)

F(x) - 1+ e Bl—n)

(4)

com o crescimento do volume de uma casca esférica, conseguimos uma fungao continua
que descreve a distribui¢ao dos atomos em relacao R, conforme a equagao 5 a seguir:

B Ax2e—BE—p)

_ 2
n(x) = AF (z)x* = et

(5)

onde A, § e p sao constantes.

O ajuste dessa funcao foi feito para cada grupo de proteinas e é mostrado na figura 3
por linhas continuas. As barras de erro foram representadas apenas para o grupo cujas
proteinas possuem entre 200 e 300 residuos de aminoacidos. Percebe-se pelo gréfico 3d
que a densidade volumétrica de atomos p(R) = n(R)/(4rR?) é semelhante para todos
os grupos de proteinas, com a principal diferenga na variavel pu, relacionada a distancia
onde a densidade p(R) cai para po/2, em que py = p(0) = A/(4r7) representa a densidade
maxima de dtomos. py = 0.052 dtomos/A® esta relacionado & densidade de dtomos por
volume, indicando que cada dtomo ocuparia um volume médio de 19.3 A3. Esse resultado

é condizente com o resultado obtido por Tsai et al, onde o volume ocupado por um atomo

varia entre 14,4 e 22,25 A [30].

A distribuicao de atomos em relacao a R é semelhante para proteinas de diferentes ta-
manhos, tendo como diferenca evidente a posicao do R,,... Definimos a variavel distancia
reduzida

T:R#g (6)

da mesma forma que Meirovitch et al. em [31,32]. Ao utilizar a distancia reduzida como
variavel, as distribui¢oes dos grupos de proteinas de diferentes tamanhos, mostradas na

figura 3, convergem para um distribuicao comum. A figura 5 mostra essa convergéncia
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Figura 4: Distribuicao de Fermi-Dirac. O parametro [ estd relacionado a abruptalidade

da queda da curva e o parametro u esté relacionado com o ponto de inflexagao da curva.

através da distribuigdo normalizada, p(r), definida na equacao

p(r) = (7)

onde n(z) estd definido na equacao 5 e ng representa a quantidade de dtomos amostra-
das. No mesmo gréfico estd representado P(r) e p*(r) = p(r)/(Ar?), que representam
a freqiiéncia relativa de atomos com distancia reduzida menor que r e a densidade vo-
lumétrica de probabilidade, normalizada de tal modo que p*(0) = 1.

De acordo com um modelo proposto por Araidjo [20], o valor-Z da energia da estru-
tura nativa de uma proteina é maximo quando essa estrutura é segregada, ou seja, 0s
residuos hidrofébicos maximizam sua condicao “enterrada” e os hidrofilicos maximizam
sua exposicao. O padrao de distribuigao dos dtomos mostra uma curva “simétrica’, que
pode ser discretizada de modo que cerca de metade dos atomos se encontram na regiao de
alta densidade e metade na regiao de baixa densidade. Essa observacao pode estar relaci-
onada com a segregacao estrutural e ser essencial para uma estrutura nativa. De acordo
com o modelo proposto por Aratjo, estruturas segregadas tém maior probabilidade de
serem potencialmente nativa. Esse modelo leva em consideracao um potencial simples,
nao-especifico, capaz de enovelar cadeias em dois estados para modelos de rede em duas

e trés dimensoes [20,27].

14



2 T L T T
/ n<100 +

, 100<n<150 -
/ 150<n<200 =

15 L / 200<n<300 ° 1
= / xa n<1000
ol
o
—_ ﬁD g o
« 1 D*Qﬁ*dmu ) u”JhH*uJJJJuJu,%x$xxxx -
Q *% x X X§§+ -
()
=
N—r’
o

Figura 5: A distribuicao da probabilidade p(r) é semelhante para todos os 5 grupos de
proteinas. A densidade volumétrica de probabilidade mostra um comportamento seme-
lhante a distribuicao Fermi-Dirac e um ajuste da curva Fermi-Dirac foi feito, obtendo
B =38,37ep=1,166. Essa densidade ¢ maxima quando r = 0, onde p*(r) = 1. Cerca
de metade dos atomos estao em uma regiao com densidade menor que 0,87 e a outra me-
tade em uma regiao com densidade maior que 0,87; o raio para esse corte ocorre quando

P(r)=0,5, ou seja r ~ 0,94
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3.2 Segregacao estrutural

Para o modelo de rede criado por Araijo [20], a segregagao de uma estrutura seria
maxima se metade de seus monomeros fizessem o maximo de contatos e a outra metade
nao fizesse nenhum contato. Em nosso trabalho, a segregacao é relacionada a densidade
de atomos por volume. Desse modo, um raio de corte separa a regiao cuja densidade
atomica estaria relacionada a uma regiao hidrofébica daquela em que os atomos estariam
supostamente acessivel ao solvente (densidade mais baixa).

Matematicamente, a distribuicao de Fermi-Dirac é caracterizada por uma regiao de
densidade quase constante, p(r) ~ py para r < p — 1/5 e uma queda de py para quase
0 no intervalo p — 1/ <r < pu+1/foury <r <rg+2/8. A quantidade de dtomos
N(r) pertencente a um raio menor ou igual a r é definida por N(r) = [5n(r')dr’ =
J5 Ar’2F(r)dr', onde n(r') segue a definicio dada pela equagdo 5. Desse modo, temos
que:

Ard

N,, = /TO ArF(r')dr' =~ 3 (8)
0

representa a quantidade de atomos contida no interior de uma esfera de raio rg e

At Ar?

[ 2 / / S
Nt—/o Ar=F(r")dr" ~ 3 +3/62,u. 9)

representa a quantidade total de atomos. Para resolver a integracao acima, usamos a
aproximacao:
[e.9] 2 7T2 ,
|7 @ F@dr ~ [* o@)de + 20 (@)]m (10)
0 0 63
descrita em [33].
Ao supor que a estrutura de uma proteina é maximamente segregada quando N; =

2N,,, entao:

2
T

e+ gl =2 - 1/8)? (11)

Multiplicando todos os termos por 33, essa igualdade é rearranjada e é obtido o po-

linémio de terceiro grau G(fu) descrito a seguir:
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Figura 6: O produto [u cresce muito devagar com o aumento do ntimero de residuo,
mantendo-se em torno de 10 + 3 (a). Pela definigdo do raio de corte em ry, o produto
O deveria ser constante e proximo de 6,63, porém uma outra definicao para ry poderia
melhorar esse resultado (detalhes no texto). A densidade maxima de dtomos, no centro

da proteina, manteve-se préximo de 0,052/ A? para todas as protefnas.

G(Bu) = (Bp)® —6(Bp)* + (6 —7)Bu—2=10 (12)

A solugao dessa equacao ocorre quando [Su ~ 6,63. Por essa definigdo, a segregacao
estrutural é maxima quando o produto Gu se encontra préximo de 6, 63. Para verificar essa
previsao tedrica, ajustamos a equacao 5 para cada proteina individualmente e encontramos
que o produto fu estaria em torno de 1043. Pela figura 6, o produto (5 estaria espalhado
em torno de um valor constante. Apesar desse nimero ser bem acima daquele obtido na
predigao tedrica, ele nao é absolutamente inconsistente e uma definicao diferente para r
pode melhorar a compatibilidade desse resultado.

A representacao da segregacao estrutural pode ser visualizada na figura 5. Nessa
figura temos a representacao da densidade volumétrica normalizada da distribuicao de

probabilidade, p(r)*, em relacao a distancia reduzida. Juntamente com p(r)*, temos a
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fungdo P(r) (probabilidade de encontrar um atomo em um raio menor ou igual a r).
Visualizando pelo gréfico, temos que P(r) = 0,5 implica em r = 0,94 e p*(r) ~ 0, 87.

O ajuste de p*(r) gerou aos parametros (3, u os valores 8,37 + 0,07 e 1,166 £ 0,002
respectivamente. De acordo com esse ajuste e a definicao de ry utilizada como raio de
corte para definir segregagao, teriamos ro = 1,04. Supostamente, P(ry) = 0,5, porém,
graficamente observamos que P(0.94) = 0.5, ou seja, o raio de corte definido para determi-
nar o valor ideal do produto Su é um pouco acima do raio observado experimentalmente.
Esse fato poderia justificar a diferenca entre o valor esperado 6.63 e o valor obtido 10+ 3
para o produto [Gu estimado pela distribuicao de cada proteina. O fato do valor de r
ser um pouco menor que o definido previamente implica em uma queda mais abrupta da
densidade de atomos e, dessa forma, um aumento do valor de §. Como conseqiiéncia desse

fato, o produto (B esperado se torna um pouco maior que o valor descrito previamente.

3.3 Descricao da distribuicao de atomos para grupos atomicos

especificos

A informacao da distancia reduzida de cada dtomo parece ser suficiente para deter-
minar a estrutura nativa, pelo menos para algumas proteinas pequenas (figura 15). Esse
resultado refor¢a a busca por um método de predicao das distancias reduzidas a partir
de sua seqiiéncia priméaria de aminoacidos. Neste trabalho analisamos apenas proteinas
globulares, imposicao que relaciona a distancia reduzida diretamente a exposicao ao sol-
vente. Conseqiientemente, distancias reduzidas preferenciais podem ser estimadas a partir
da hidrofobicidade de cada grupo atomico.

O modelo mais simples para predicao de enterramentos preferenciais é diferenciando
os atomos apenas por pertencerem a um residuo hidrofébico ou hidrofilico. Definimos
como G gp um conjunto de dois elementos, H, representando os residuos hidrofébicos ( A,
H, Y, M, L, W, C, V, I, F) e P, representando os residuos hidrofilicos ( K, E, D, Q, N, P,
R, S, G, T). A distribuigao especifica dos dtomos pertencentes a esses dois grupos pode

ser visualizada na figura 7. Nessa figura é evidente a preferéncia dos atomos hidrofébicos
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a distancias menores, quando comparado aos atomos hidrofilicos. Uma adaptacao da
equagao b, mostrada na equacao 13, foi utilizada para ajustar essa distribuicao e esta
representada na figura 7 por linhas continuas.

, e B ) —pr)

pr(r)=A (13)

T e prm

Nessa equagao, p,(r) representa a densidade de probabilidade de um dtomo 7 em
relagao a distancia reduzida r. O ajuste foi feito para duas formas do parametro € (7).
Na forma mais simples, a energia efetiva é considerada como se variasse linearmente com
r, de forma que € (r) = €.(r) = h,r (figura 7-a). Nesse caso, o parametro h, estd
diretamente relacionado com a hidrofobicidade do grupo atomico ajustado e os valores
h, = 1,138 £ 0,008 para os residuos hidrofébicos e h, = 0.879 4+ 0,005 para os residuos
hidrofilicos corroboram essa idéia. O ajuste foi aprimorado ao se acrescentar mais um
parametro para a energia efetiva. De forma que € (r) = €-(r) = hir® (r). O resultado
desse ajuste é mostrado em 7b.

Os valores de p e 8 foram obtidos do ajuste de p(r), pertencente a equacao 7. € (r) é
chamado de energia efetiva e estd relacionado com a hidrofobicidade do atomo do tipo 7.
- é chamado de potencial quimico e seu valor pode ser calculado ao saber € (r), de tal
modo que [;° p-(r) = 1.

Modelos mais detalhados sao possiveis ao aumentar a especificidade que diferencia os
tipos de atomos. Definimos o conjunto G,.,, contendo 20 letras. Nesse conjunto, cada
atomo é classificado de acordo com o tipo de residuo ao qual pertence. De mesmo modo
a G'yp, ajustamos a equacao 13 para a distribuicao de cada um dos residuos e obtivemos
a hidrofobicidade h, de cada residuo. A distribuicao especifica desse ajuste é comparada
com a distribui¢ao padrao p(r) e é mostrada nas figuras 8 ¢ 9. Com o resultado dos
ajustes, encontramos uma classificacao dos residuos de acordo com a hidrofobicidade h..
Essa escala mostra a Lisina como o residuo mais hidrofilico (hx = 0,79) e a Fenilalanina
como o mais hidrofébico (hrp = 1,19). Na tabela 1 estd representado os valores de h.,
obtido para cada um dos residuos.

No inicio da década de 80, Meirovitch et al. introduziram o conceito de distancia
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Figura 7: A distribuicao dos atomos hidrofébicos é deslocada para a esquerda enquanto
a dos hidrofilicos é deslocada para a direita. As linhas continuas ajustadas em (a) sao
referentes a equacao 13, considerando a energia efetiva linear (e(r) = h,r). Em (b), a
energia efetiva foi considerada nao linear (e*(r) = hfr®). A melhoria do ajuste ao se
acrescentar o parametro «., para a energia efetiva pode ser observada ao se comparar os
graficos de a e b. Onde a soma dos quadrados da diferenga entre a curva ajustada e os
pontos distribuidos foi de 0,19 e 0,07 para o caso linear e de 0,02 e 0,03 para o caso nao

linear para o grupo hidrofébico e hidrofilico respectivamente.

20



Figura 8: Ajuste da equacao 13, com energia efetiva linear, para a distribuigao dos residuos

polares.
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reduzida. Em seus trabalhos, os autores utilizaram um banco de dados de 19 proteinas
e classificaram a hidrofobicidade dos residuos de acordo com sua “distancia reduzida
média” [31,32]. A figura 12a mostra a correlagao entre as hidrofobicidades h, obtida
neste trabalho com a “distancia reduzida média” obtida no trabalho de Meirovitch. A
correlacao desses resultados foi de C = — 0,93. Esse fato indica que quanto maior a
hidrofobicidade, menor serd a distancia média que um residuo se encontrard do centro da
proteina.

Comparamos também h, com outras duas classificacoes obtidas na literatura. A pri-
meira delas foi publicada em 1983. Nessa escala, a hidrofobicidade dos aminoacidos foi
obtida experimentalmente pela energia livre de transferéncia do octanol para a agua [18].
A outra escala foi calculada de estruturas de proteinas obtidas por cristalografia, baseada
na energia livre de transferéncia de um residuo do interior ao exterior de uma proteina.
Nessa escala, um residuo foi considerado “interior” caso a fracao de sua superficie acessivel
fosse menor que 5% [19]. A comparacao de h, com essas escalas de hidrofobicidades é
mostrada na figura 12 b e ¢ e em ambos os casos o coeficiente de correlagao de Pearson
foi maior que 0,9.

Os primeiros ajustes para G,.s foram obtidos ao considerar a energia efetiva variando
linearmente com r, € (r) = €.(r). Ao substituir €,(r) por €(r) = hXr® uma melhora é
observada ao ajuste tedrico para a distribuicao e a hidrofobicidade de cada residuo pode
ser representada pelo produto hfa,. A correlagao linear entre hia, e h, é de 0,99 e pode
ser visualizada na figura 12 d.

A definicao de energia efetiva variando linearmente com r ajustou bem a distribuicao
dos residuos em regiao préxima ao centro, mas nao tao bem nas extremidades. A diferenca
entre o ajuste e a distribuicdo aumentava conforme o valor da hidrofobicidade variasse
em relagao ao padrao (quanto maior o valor absoluto de Ah, = h, —1). Assumindo a
energia efetiva da forma €*(r), verificou-se uma melhora no ajuste. Esse fato é facilmente
visivel, tanto no agrupamento G yp (figura 7) quanto para os vinte residuos (G,.,) figuras
10 e 11.

De modo inesperado, os parametros (hf e «,) mostraram uma informacao além da
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T P, he  pr AGin—out AGoct—wat
K 0,07 0,79 0,95 2,00 1,35
E 0,07 0,80 0,97 -1,09 0,87
D 0,06 0,83 1,00 0,72 1,05
Q 0,04 0,87 1,04 0,74 0,30
N 0,05 0,87 1,04 0,69 0,82
P 0,04 0,88 1,04 0,44 0.,98
R 0,06 0,90 1,07 1,34 1,37
S 0,05 0,95 1,11 0,34 0,05
G 0,04 0,96 1,12 0,06 0
T 0,05 0,98 1,15 -0,26 0,35
A 0,05 1,03 1,19 0,20 0,42
H 0,03 1,05 1,20 0,04 0,18
Y 0,06 1,09 1,25 0,21 1,31
M 0,02 1,12 1,27 0,71 1,68
L 0,09 1,14 1,29 0,65 2,32
W 0,03 1,15 1,31 0,45 3,07
C 0,01 1,16 1,31 0,67 1,34
V0,06 1,17 1,32 0,61 1,66
I 0,06 1,18 1,33 0,74 2,46
F 0,06 1,19 1,34 0,67 2,44

Tabela 1: Os tipos de aminoacidos, 7, incluem todos os seus atomos e estao representados
pelo cédigo de uma letra. Suas respectivas freqiiéncias no banco de dados, P,, hidrofo-
bicidades e potencial quimico, h, e u,, obtidos dos ajuste das figuras 8 e 9, uma escala
de hidrofobicidades, em Kcal/mol, derivada da freqiiéncia de diferentes residuos na regiao
considerada interior ou exterior de proteinas, definido a partir da area de sua superficie
acessivel em um banco de proteinas obtidas por cristalografia e uma escala experimental,
também em Kcal/mol, obtida da energia livre de transferéncia de cada residuo da agua

1.
para o octano 2%
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Figura 12: Comparacao de h, com outras escalas de hidrofobicidade. a) A correlacao
de h, com a distancia reduzida média obtida em [31,32] foi de —0,93. Em b) h, foi
comparada com a energia livre de transferéncia do octanol para agua AGY [18] e em c)
com a energia livre de transferéncia do interior ao exterior AGS [19], cujos coeficientes
de Pearson foram de 0,9 e 0,91 respectivamente. A correlacao em d) é acima de 0,99 e

compara h, com hlo;.
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propria hidrofobicidade dos residuos. Um grafico, representando h, vs a, para os 20
residuos de aminoécidos, agrupou-os de acordo com suas peculiaridades quimicas. Na
figura 13, as regioes de isohidrofobicidades C' sao mostradas por diferentes curvas, do
tipo h,a, = C, com C variando de 0,7 a 1,3, sendo que C' = 1 (hidrofobicidade neutra)
foi mostrado em destaque. Nessa figura, os residuos hidrofilicos puderam ser distinguidos
como carregados (K,R,E,D), ou sem-carga (Q,P,N) pela condi¢ao o, > 1,35 ou o, < 1,35
respectivamente. Para os residuos hidrofébicos, a = 1, 35 serviu de corte para diferenciar
os aromaticos (F,W,Y) dos alifaticos (I,L,V,M,C). Os residuos S,;H,G (o, < 1) e AT
(quase neutros) foram considerados indiferentes a essa classificacao.

Os resultados mostrados nesta sessao estao publicados em [34] e uma cépia segue em

anexo.
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Figura 13: Representacao dos residuos em relacao a h, e ;. As curvas representam regioes
de isohidrofobicidades, com destaque para a condi¢ao neutra (h,a, = 1). Caracteristicas
distintas sao agrupadas em diferentes regioes, conforme destacado na figura e descrito no

texto.
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4 Os enterramentos atomicos contém informacao su-

ficiente para dobrar proteinas globulares pequenas

4.1 A informacao do enterramento é suficiente para dobrar proteinas

globulares pequenas

A busca da predigao de distancias reduzidas (r;) a partir da seqiiéncia de aminoécidos
se torna mais interessante se for confirmada que essa varidvel contém informacao sufici-
ente para dobrar proteinas globulares. Se esse for o caso, podemos definir uma funcao de
energia, com essa variavel como parametro, capaz de alcancar a estrutura nativa. Chama-
mos de E'D uma fungao de energia semelhante a fungao GO [13], porém, utilizamos como
referéncia a distancia nativa ideal ao invés de contatos nativos. Para esse caso, definimos

a energia F de uma conformacao conforme a equacao a seguir:
E=Y=(R— R (14)

onde R; = \/x? + y? + 27 representa a distancia de um dtomo i ao centro da conformagao
e R} a distancia “ideal”, definida a partir da distancia real, encontrada na estrutura
nativa e R, = R, x r;. Por defini¢ao, o minimo de energia ocorre quando cada atomo 7 se
encontrar na distancia R e, nesse caso, a energia da estrutura é zero.

Dois tipos de funcao de energia E'D foi utilizada. Na forma mais simples, o efeito de
ponte de hidrogénio nao é relevante e a distancia R} de cada atomo é simplesmente o
valor encontrado para a estrutura nativa. No segundo caso, acrescentamos uma distancia
ideal para os atomos N e O da cadeia peptidica quando, na estrutura nativa, estiverem
envolvidos em pontes de hidrogénio. Dessa forma, para esses atomos definimos duas
distancias ideais. Durante uma simulacao, a distancia ideal para esses atomos é a mesma
distancia encontrada na estrutura nativa somente se esses atomos estiverem envolvidos
em ponte de hidrogénio, caso contrario, sua distancia ideal sobe para 14 A. O valor 14 A
escolhido foi arbitrario e é maior que a maior distancia em que foi encontrado ponte de

hidrogénio para as proteinas teste. A interacao de ponte de hidrogénio foi considerada de
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forma inespecifica. Ao considerar essa interacao, estamos relevando sua importancia fisica,
que é essencial para a compensacao entalpica de grupos hidrofilicos que sao escondidos
na conformacao nativa.

Neste trabalho, para a interacao entre um par N e O ser considerada ponte de hi-
drogénio, a distancia entre esses dois d4tomos deve estar contida no intervalo [2,6 : 3, 2] A
e a orientacao das cadeias serem tal que os angulos 6, 05 satisfazem as condigoes #; < 20°
e 0y < 60°. Sendo #; o angulo entre os vetores NH e HO e 0, entre COeOH.

Testamos, por meio de simulagao, verificar se a fungao de energia ED, acrescida de um
termo infinito para representar volume excluido, tinha informagcao suficiente para alcangar
a estrutura nativa. Escolhemos para este teste 4 proteinas pequenas e globulares (cédigo
pdb: 1EOL, 1IGD, 1ENH e 10RC), de modo a representar, respectivamente, os 4 grupos
de proteinas conhecidos: toda (3, a/f3, toda a e o + 3, de acordo com a classificacao de
Levitt and Chothia [35].

O processo de simulagao foi feito a partir de um programa criado por Shimada et al. [36]
em que apenas os atomos pesados sao representados e os angulos e os comprimentos das
ligacoes covalentes sao rigido. A cada passo da simulagao, uma mudanca de conformagao
ocorre ao acaso, por uma pequena variagao de um dos angulos diedrais ®, ¥ e e a aceitagao
da mudanga de conformagao segue o critério de Metropolis [37]. Segundo esse critério,
uma mudanca de conformacao de um estado com energia F; para outro de energia Fy é
aceito caso e% seja maior que um numero aleatorio entre 0 e 1, onde k representa a
constante de Boltzmann e T a temperatura.

Em termos matematico, o valor de T esta relacionado com a aceitacao de passos com
aumento de energia. Quanto maior o valor de T, maior a probabilidade de aceitacao
de um passo. No algoritmo ultilizado nas simulagoes, a proteina sofria um processo de
“resfriamento”, ou seja, T diminui com o nuimero de passos. Esse resfriamento foi re-
presentado ao multiplicar a temperatura por um fator de 0,99 apds um certo nimero de
passos. Esse método é conhecido na literatura por “simulated annealing” e permite explo-
rar todo o espaco conformacional em temperaturas altas, direcionando as conformacoes

para estruturas com menor energia a medida que a temperatura abaixa.
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As conformacoes iniciais foram geradas por meio de uma simulacao de desenovelamento
a uma temperatura extremamente alta (7' = 100000) durante 10 milhoes de passos. Para
o enovelamento, as simulacoes iniciaram de uma temperatura alta, onde praticamente
todas as tentativas de movimentos eram aceitas, até atingir uma temperatura de conge-
lamento, a qual a cadeia efetivamente congela. Para 1EOL, na condigao sem restricao de
pontes de hidrogénios, as simulagoes decorreram por 2 bilhoes de passos, iniciando em uma
temperatura 7" = 1000, decrescendo a cada 2 milhoes de passos. No caso com restricao de
ponte de hidrogénio, as simulacoes decorreram por 1 bilhao de passos, iniciando a tempe-
ratura 1" = 200, decrescendo a cada 1 milhao de passos. Para as outras trés proteinas, as
simulagoes decorreram por 2 bilhoes de passos, iniciando a uma temperatura 7" = 1000,
com decréscimo a cada 2,5 milhdes de passos. A similaridade da estrutura alcancada com

a estrutura nativa foi calculada a partir do drms dos C,, definido como

onde d;; representa a distancia entre os C, i e j na estrutura obtida e dj;* a distancia

entre os C, i e j na estrutura nativa.

Para 1EOL, foram realizadas 10 simulagoes sem considerar a restricao de ponte de
hidrogeénio e 15 restritas. Ao final, o drms das conformacoes alcancadas para as simulagoes
sem restri¢do variou em torno de 2 e 4 A, enquanto ao considerar o efeito das pontes de
hidrogénio no potencial, as conformagoes finais mostraram um drms variando de 0,7 a
2 A. Uma correlacio forte entre drms e energia foi encontrada para as simulacées com
potencial restrito (coeficiente de correlagao de Pearson C' = 0, 76), mas nao foi encontrada
para o potencial sem restrigao (C' = 0,37 figura 14a). Além de melhorar a qualidade
da conformacao alcangada, a restricao de ponte de hidrogénio facilita a formacao de
estruturas secundarias. Esse resultado pode ser visto comparativamente na figura 15b e
d.

Para as outras trés estruturas 11GD, 1IENH e 10RC foram feitas apenas simulac¢oes
onde o potencial é dependente da ponte hidrogénio. A correlagao entre energia/atomo

e drms para a conformacao final das 12 trajetorias corridas para 11GD foi de 0,82 e a
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estrutura de menor energia foi considerada nativa, mostrando um drms de 0,67 ( figura
14b). As diferentes conformagoes finais foram classificadas visualmente em 4 letras. “A”
representa as trajetdérias que alcancaram a conformacao nativa, “B” conformacoes de
baixa energia e baixo drms, com formagao de estruturas secundarias, classificadas como
proximas da nativa, “C” sao estruturas com energia alta e drms baixo, fato ocorrido por
nao formar as estruturas secundarias e ‘D” representa as estruturas mal dobradas, com a
conformacao das estruturas secundarias formadas em orientacao diferente da nativa. No
caso da 1IGD, a folha § formada entre a extremidade N-terminal e C-terminal estava na
conformacao incorreta anti-paralela. Ainda na figura 14b, nota-se que as conformacoes
finais classificadas como D se localizaram na regiao de maior energia e drms. A figura
15e-h compara as diferentes conformagoes alcangadas com a conformagao nativa.

Para 1ENH, 11 de 12 trajetorias alcangaram uma conformacao semelhante a nativa e
a correlacao de Pearson entre drms e energia para essas 11 conformacoes foi C' = 0, 78.
Se considerar as 12 trajetdrias, a correlacao cai para C' = 0,47. A trajetéria que alcancou
a conformacao diferente da nativa foi classificada como “D”. Nessa estrutura, todas as
hélices foram formadas, porém elas se organizaram como uma imagem especular da es-
trutura nativa (figura 151), fato que resultou em um drms alto e energia intermedidria
(figura 14c). Para 10RC, a relagao entre drms e energia é mostrada na figura 14d, cujo
coeficiente de Peason foi de C' = 0,56. Entre as 10 trajetorias, 4 foram classificadas como
mal dobradas. Nessas trajetorias, a conformacao final alcancada formava todas as estru-
turas secundarias, porém a regiao de a hélices estava com uma organizacao diferente da
nativa. Um exemplo dessas conformagoes é mostrado na figura 15p. Se desconsiderarmos
essas 4 conformacoes mal dobradas, o coeficiente de correlagao entre drms e energia sobe
para C' =0, 92.

Em sua revisao de 1990 [1], Dill descreve o efeito hidrofébico como o principal fator
responsavel pela estabilidade da estrutura nativa de uma proteina, mas ressalta a ponte
de hidrogénio como importante para a organizacgao interna. O resultado obtido para 1EOL
corroboram essa idéia. A informacao do enterramento dos aminoécidos foi suficiente para

alcancar a estrutura nativa, na qual um drms abaixo de 2 A foi obtido para a melhor
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Figura 14: Representacao da correlacao entre drms e energia para as conformacoes fi-
nais obtidas em diferentes trajetérias de 4 diferentes proteinas utilizando o potencial de
energia ED . a) Comparamos as conformacoes de 1EOL obtidas para potenciais restrito
ou nao a ponte de hidrogénio. As simulagoes que discriminavam ponte de hidrogénio
congelaram em conformacgoes com energia e drms menores. b),c),d) drms vs energia para
conformacoes finais obtidas para as proteinas 1IGD,1ENH e 10RC, respectivamente. 4
letras foram utilizadas para comparar as estruturas finais. “A” sao estruturas classificadas
como nativa, “B” representa conformacoes quase nativa, de baixa energia e drms, “C”
representa estruturas de topologia nativa, com energia alta, por nao terem formado as es-
truturas secundarias porém drms baixo e “D” foi utilizado para representar as estruturas

mal dobradas, com topologia diferente da nativa (maiores detalhes na figura 15).
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Figura 15: A primeira coluna representa a estrutura nativa e em cada linha esté represen-
tada uma das proteinas discutidas no texto. 1EOL, 1IGD, 1IENH, 10RC estao represen-
tados, respectivamente, na primeira, segunda, terceira e quarta linha. Em b) mostramos
a melhor e ¢) a pior conformagao alcangada utilizando o potencial restrito & ponte de
hidrogénio. Em d) é mostrada a melhor conformacgao obtida para o caso do potencial nao
restrito. Para as outras proteinas, a 2* coluna representa a melhor conformacao obtida,
classificada como “A”. A terceira coluna representa uma estrutura classificada como “B”
para 1IGD e classificada como “C” para 1ENH e 10RC. Na quarta coluna, mostramos

uma conformacao considerada mal dobrada, classificada como “D”.
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simulagao. Porém, considerando o efeito da ponte de hidrogénio, o drms das estruturas
finais diminui (figura 14) e na melhor trajetéria, o drms final ficou em torno de 0,7 A.
Além disso, a relevancia da ponte de hidrogénio mostrou ser importante para formacao
das estruturas secundérias (figura 15).

Para que a distancia ao centro geométrico de cada atomo seja suficientemente informa-
tiva é essencial que nao exista nenhuma conformacao diferente da nativa com energia zero
(minimo por defini¢ao). Neste trabalho, nenhuma das simulagoes alcangou uma estrutura
com o minimo de energia possivel para o potencial, porém o coeficiente de correlagao
mostra que o drms e a energia tendem a decrescer juntamente, sugerindo que a mini-
mizacao de energia tende a convergir para a estrutura nativa e corroborando a hipdtese
de que a distancia reduzida contém informacao suficiente para alcangar a estrutura de

uma proteina.

4.2 A energia efetiva pode ser utilizada com uma funcao de
energia

Pode-se relacionar o carater termodinamico da equacao 13 a distribuicao dos atomos
em relacao a distancia reduzida. Na distribuicao de Fermi-Dirac, €. (1) — u, esta relacio-
nado com o peso de Boltzmann. Dessa forma, esse parametro é referente a um potencial
estatistico e pode ser utilizado para calcular a “energia” de uma estrutura a partir da
contribuicao de cada dtomo. A contribuicao energética de cada atomo foi calculada para
o0 caso em que €. (r) = €X(r), ou seja, a variagao da energia efetiva nao é linear em relagao
ar.

Uma funcao de energia ideal deve ser capaz de distinguir a estrutura nativa de todas
estruturas mal dobradas. Um termo da equacao 13 tem carater de uma funcao de energia,
que diferencia a posigao preferencial de cada dtomo. A partir do ajuste de p,(r), mostrado
na equacao 13, definimos F,(r) como funcao de energia caracteristica para cada grupo

atomico 7, conforme a equagao a seguir:
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E(r) = Aei(r) + Ap- (15)

onde

Aei(r)=ei(r)—1

Apr = pr — p.

E.(r¢) < 0 significa que o d4tomo 7 é mais provavel de ser encontrado na posigao 7
que um dtomo aleatério. FE.(r) é mostrado para alguns grupos atomicos representativos
na figura 16. Em 16a, a fungao de energia diferencia os residuos apenas em hidrofilicos e
hidrofébicos. Encontramos para os residuos hidrofébicos que E.(r) é negativo quando r
pequeno. Para os residuos hidrofilicos E.(r) é negativo em r grande. Em 16b compara-se
E.(r) para Fenilalanina (F) e Lisina (K), segundo nossos dados, o residuo mais hidrofébico
e mais hidrofilico, respectivamente. Nessa figura, a funcao de energia é mostrada para os
atomos agrupados em 20 letras, conforme G,., e o efeito de diferenciar os atomos de cada
residuo. O grupo que diferencia cada atomo foi chamado de G,;. Pelo grafico, percebe-se
a diferencga na funcao de energia ao especificar o tipo de atomo de cada residuo.

O efeito da ponte de hidrogénio é mostrado para a Alanina, na figura 16c. Chamamos
de G, o grupo no qual os atomos da cadeia principal sao diferenciados por estarem
envolvidos ou nao em ponte de hidrogénio. Consideramos que C, e C estao envolvido
em ponte de hidrogénio caso N e O, do mesmo residuo, respectivamente, facam ponte de
hidrogénio. A Alanina é o residuo com comportamento mais proximo do neutro. Ao se
considerar todos os dtomos da Alanina como um grupo (em G,.s), 0 minimo da fungao
de energia é proximo do centro, tendo pouca variacao em relacao ao padrao. A funcao de
energia representativa apenas do O da Alanina mostra uma preferéncia um pouco maior
para raios maiores. Ao se levar em consideracao o efeito de ponte de hidrogénio, o O livre
diminui a energia para r expostos, enquanto o O envolvido em ponte de hidrogénio tem

a energia reduzida para r enterrados.
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Figura 16: Representacao do potencial estatistico em relacao a r para diferentes grupos
atomicos. a) A energia dos residuos hidrofébicos (H) é menor para regices mais enterradas
(r pequeno, no intervalo [0 : 1]), enquanto a energia para os residuos hidrofilicos (P) é
menor para a regiao mais exposta ao solvente (r grande, no intervalo [1 : 2]). b) O mesmo
comportamento é visto para o residuo mais hidrofébico (PHE) e o residuo mais hidrofilico
(LYS) se comportam de maneira semelhante. A especificagao do tipo de dtomo torna a
energia mais especifica. ¢) Atomos envolvidos em ponte de hidrogénio “preferem” regioes

enterradas e atomos livres de ponte de hidrogénio preferem regides expostas.
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Figura 17: a) A segregagao energética aumenta, ao se usar um potencial mais especifico
(de Gyp para Gpp,). b) Nao héa correlagao entre o potencial energético com o raio de giro

da proteina.

Realizamos o teste de qualidade da funcao de energia para a proteina de codigo pdb
10RC. Essa proteina é globular e pequena, com 61 residuos de aminoacidos. Usamos
como teste conformacoes compactas geradas ao acaso por meio de simulagoes de Monte
Carlo baseada no programa desenvolvido por Shimada et al. [36]. Nesse caso, definimos a
funcao de energia de forma que a energia de uma conformacao é inversamente proporcional
ao numero de contatos. Das conformacoes obtidas, foram selecionadas apenas aquelas
com raio de giro préximo ao da nativa, pertencendo ao intervalo [9:13] A (R, da nativa
~ 11,1 A), um total de 319 conformacoes.

A partir da funcao de energia definida na equacao 15, calculamos a energia FE, de
cada estrutura. Utilizando E,,, a energia da estrutura nativa, como referéncia definimos
AE., = E,— E,. Os graficos de AE, versus drms e rg para para cada estrutura compacta
nao-nativa gerada sao mostrados na figura 17. Nesses graficos, observa-se que todas as
amostras de conformacgoes globulares obtidas ao acaso tiveram uma energia maior que a
estrutura nativa. Ainda nesses gréaficos, nota-se que, quanto maior a especificidade do
grupo atomico, maior a profundidade da segregacao energética da estrutura nativa.

A profundidade da segregacao energética pode ser quantificada a partir do seu valor-Z.

O valor-Z Z., da energia de uma estrutura e, esta relacionado a “distancia”, em unidades
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de desvio padrao, que sua energia encontra-se em relacao a energia média (7, = EeT_E)
Obtivemos para Z,, o valor-Z da estrutura nativa, os valores —3,0, —3,1, —3,3 e —4,1
ao diferenciar os grupos atomicos de acordo com G'yp, Gres, Gar € G, respectivamente.
O aumento da segregacao pode ser visualizado na figura 18a, em que a densidade de
“decoys” é plotada em relacao a AZ, = Z, — Z,,. A figura mostrou que quanto mais
especifica foi a funcao de energia, maior a distancia do valor-Z das estruturas ao acaso ao
se comparar com o valor-Z da estrutura nativa.

Tanto o potencial GO [38] quanto o potencial ED contém informagao suficiente para
dobrar uma proteina . O potencial GO é estabelecido a partir dos contatos da estrutura
nativa. Nesse potencial, somente contatos nativos contribuem e negativamente, para a
energia de uma estrutura. O potencial ED foi descrito na equacao 14. Pela figura 18b,
podemos concluir que o potencial GO possui mais informagao que o necessério (7, ~ 50)
para dobrar uma proteina. O valor-Z do potencial ED, Z,, ~ 10, serve de referéncia como
um limite de informacao a partir do qual uma funcao de energia torna-se suficientemente
informativa para alcancar a estrutura nativa. De um modo otimista, podemos considerar
o valor Z,, ~ 7 estimado por Bowie et al. [39] como suficiente para alcangar a estrutura

nativa. Na melhor das hipéteses obtidas, diferenciando dtomos conforme o grupo Gy, o

potencial encontrado resultou no valor-Z para a estrutura nativa em torno de 4, 1.
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Figura 18: O aumento da segregacao energética com o aumento da especificidade da fungao
de energia é mostrado em a). As linhas retas representam AZ para Gyp e Gpn. Nao ha
relagao entre Ry, e AZ.. O potencial GO parece ter mais informagao que a necessdria. A
distribuicao do valor-Z do potencial ED serve como referéncia da informagao necessaria
para se dobrar um proteina b). Em ¢) compara o ganho de informacao ao passar de Gyp
para G, almejando ter informacao suficiente para atingir uma distribuicao semelhante

a de ED.
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5 Anadlise da quantidade de informacao da sequiéncia

de aminoacidos e de enterramentos

5.1 Estimativa da quantidade de informacao que pode ser ex-
traida da seqiiéncia de aminoacidos para a predicao de en-

terramentos atomicos

A teoria da informagao desenvolvida por Shannon tem suas raizes ligadas a explicacao
do fenomeno de comunicacao por telégrafos. De acordo com essa teoria, uma “fonte”,
tal como um livro ou um palestrante, pode transmitir qualquer um entre uma vasto
conjunto de sinais. Quanto maior a possibilidade de sinais, maior sera a duvida inicial
para o receptor. Uma mensagem que representa uma possibilidade em 10 transmite
uma menor informacao comparada a uma mensagem em mil possiveis, uma vez que a
diminuicao da duvida do receptor ao receber a mensagem é menor. Chamamos de entropia
a medida dessa incerteza. A definicao de entropia pela teoria da informacao segue a
mesma forma matematica daquela definida para a termodinamica estatistica e seu valor
esta relacionado a quantidade de possibilidades de mensagem que pode ser enviada por
uma fonte ou a duvida de um receptor. Quanto mais soubermos sobre a mensagem que
uma fonte produzird, menor seré sua entropia [40]. No estudo de proteinas, a seqiiéncia
de aminoacidos pode ser considerada uma mensagem que é traduzida, pelo processo de
enovelamento, para outra mensagem, escrita pelos estados conformacionais da estrutura
3D. De acordo com essa andalise, de alguma forma, a informacao da estrutura de uma
proteina estaria codificada na seqiiéncia de aminodcidos.

Se a seqiiéncia primaria representa uma mensagem, entao os residuo de aminoacidos re-
presentam a sua subunidade bésica para formar essa mensagem, como letras que compoem
as palavras e formam frases. De acordo com a teoria de Shannon, a entropia de uma
mensagem pode ser estimada a partir da probabilidade de se encontrar as letras que a
compde [41]. O caso mais simples é considerar que as letras se combinam de forma inde-

pendente. Se esse for o caso, a entropia H, em bits por letra, de uma mensagem composta
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por n tipos de letra pode ser estimada simplesmente a partir da probabilidade P; de cada

uma das letras 7, conforme a equacao abaixo:
H == Plog, P, (16)
i=1

Para um alfabeto de 20 letras, a entropia maxima possivel é de log,(20) =~ 4, 32 bits/aminoacido.
Os 20 residuos de aminoacidos nao sao equiprovaveis e com o banco de dados de proteinas
globulares, descrito na secao 3.1, encontramos que a entropia de residuos de aminoacidos
estaria em torno de 4,20 bits/aminodacido.

Porém, ja foi descrito na literatura que a combinagao dos residuos ao longo da seqiiéncia
primaria nao é independente. Em um trabalho de 2004, Betancourt et al. verificou a
existéncia de “triplets” preferenciais e “triplets” raros para seqiiéncias de proteinas [42].
Dessa forma, o valor de 4, 20 bits/aminoacido se torna um limite superior para a entropia
da seqiiéncia de aminodcidos. A estimativa da entropia torna-se cada vez mais exata ao
se considerar que a combinacao das letras nao é independente. A equacao 17 define H,,, a
entropia de ordem m, com n possiveis tipos de letras e P(x;1, %2, ..., Ti,) & probabilidade

da seqiiéncia de letras x;1, 9, ..., T;ym €m um bloco contendo m letras.

o1 e - St P@ins Tz, -, i) logy P, Tig, -, Tim)
m

H,, = (17)

e limite lim,, ., H,, representa a entropia “real” da seqiiéncia de aminodcidos.

Os dados calculados a partir da equacao 17 sao mostrados na figura 19 como entropia,
em bits/aminodcido, em fun¢ao do tamanho do bloco de aminodcidos considerado. Para
a construcao dos graficos, consideramos que a probabilidade de uma seqiiéncia de residuos
equivale a freqiiéncia relativa encontrada no banco de dados. Nossos dados sao limitados
estatisticamente e, por esse motivo, representamos no grafico a curva de saturacao, H =
log,(n)/m, ou seja, quando cada bloco de residuos aparece uma tunica vez, onde n é o
nimero de possibilidades de blocos.

A entropia mostrou um decréscimo muito pequeno ao considerar blocos de residuos
enquanto o banco de dados nao estava saturado (figura 19). Antes da saturagao do banco

de dados, com blocos de 4 residuos de aminoacidos, a entropia encontrada estava em
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tamanho do bloco entropia valor saturado

1 4.19665 17.0358
2 4.19264 8.5179
3 4.17517 5.6786
4 3.9806 4.25895
bt 3.38718 3.40716
6 2.83807 2.8393
7 2.43349 2.43369
8 2.12936 2.12948
9 1.89278 1.89287
10 1.7035 1.70358

Tabela 2: entropia da seqiiéncia primdria, em bits/aminodcido, em fungao do tamanho

do bloco.

torno de 4 bits/aminodcido. A tabela 2 mostra esses resultados na forma de valores
absolutos. Para assegurar a idéia de informacao constante em relacao ao tamanho do
bloco, representamos na mesma figura a entropia ao agrupar residuos de aminoacidos
com caracteristicas semelhantes. Esse agrupamento reduz a quantidade de letras para
6, 5 ou 2 e permite amostras estatistica suficiente para blocos de residuos maiores. Em
todos os casos, verificamos que a entropia/residuo é préxima de uma constante, seguida
de uma queda acelerada nas regioes proximas da saturacao.

Em 1996, Strait and Dewey estimaram, a partir de um banco de dados de 190 proteinas,
que a entropia da seqiiéncia de aminoacidos estaria em torno de 2, 5 bits/aminodacido [43].
Porém, nesse trabalho, o autor nao comenta sobre o limite de saturacao do banco de dados.
Baseado nos resultados encontrados, é mais razoavel, entretanto, considerar essa entropia
por volta de 4 bits/aminodcido. Desse modo, o valor de 4 bits/aminodacido serve como
referéncia para a quantidade de informacao possivel de ser transmitida para a estrutura

a partir da seqiiéncia de aminodcidos.
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Figura 19: Andlise de informacdo. Em a) constatou-se que a entropia da seqiiéncia
de aminoacidos se mantém constante até as proximidades da curva de saturacao, ao
considerar blocos de aminodcidos. A saturacao do banco de dados pode ser prolongada ao
agrupar os residuos por similaridades. Nessas condigoes, a entropia continua independente
da seqiiéncia. Em relacao a distancia reduzida, a entropia aumenta ao se considerar mais
atomos na andlise da informacao (b) ou ao se aumentar a sua precisao (c). O grafico em d
permite analisar a diminuicao da entropia para os enterramentos ao se saber a seqiiéncia

de aminoacidos.
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Para ser prevista, a entropia das estruturas deve ser inferior aquela pertencente a
seqiliencia de aminodacidos. Neste trabalho, a distancia reduzida dos atomos, ou enterra-
mento, refere-se a informacao estrutural a ser procurada. Ao discretizar o enterramento
dos atomos pela precisao 1 e considerando apenas o C,, dos atomos, encontramos entropia
de primeira ordem préxima de 1 bit/aminodcido, decrescendo para uma entropia de or-
dem 10 com valor de 0, 6 bits/aminodcido (figura 19b), valor 3 vezes abaixo da saturagao
(=~ 1, Thits/aminodcido).

Porém, a entropia dos enterramentos nao dependente apenas da seqiiéncia de aminoacidos
e, quanto mais atomos foram considerados, mais precisa se torna a entropia. Ao consi-
derar os atomos C, C, e N, o calculo do entropia do enterramento partir da equacao
17 fornecerd um resultado em bits/atomo. Pelo fato de cada aminodcido contribuir com
a entropia de 3 atomos, a transformacao para bits/aminodcido ocorre ao multiplicar a
entropia em bits/dtomo por 3. Essa idéia se aplica se mais dtomos forem considerados.
Se cada residuo contiver em média 5,4 atomos, essa transformacao ocorrera por um fator
de 5,4.

Observando a figura 19b, verifica-se que ao se considerar também os atomos C' e N, a
entropia aumenta em cerca de 50% em relacao a quando era considerado apenas o C,,. Esse
aumento é muito menor que 200%, o valor esperado caso o enterramento desses dtomos
fossem independente de C,. Quando consideramos todos os atomos, incluindo aqueles da
cadeia lateral, o aumento da entropia foi um pouco maior que o dobro daquela encontrada
apenas para o C,. A medida em que a precisao da discretizacao do enterramento foi
melhorada, verificou-se um aumento na entropia estrutural. Uma precisao de 0,1 para o
enterramento possui uma informacao de cerca de 4bits/aminodcido e, de acordo com essa
analise, se torna um limite superior da precisao do enterramento possivel de ser codificada
a partir da seqiiéncia.

E interessante notar que, ao contrario do observado para a seqiiéncia de aminoacidos, o
enterramento de um atomo mostrou bastante dependéncia do enterramento de atomo vizi-
nho. Esse fato é ilustrado pela queda da entropia ao se considerar “blocos” de aminoécidos

e é justificado pelo fato dos dtomos estarem ligados covalentemente ao longo da seqiiéncia,

46



de forma que a “liberdade” de enterramento se torna limitada pela distancia entre as
ligagoes.

Existe uma dependéncia entre os enterramentos preferenciais dos dtomos e a seqiiéncia
de aminoacidos. Como vimos na sessao 4.3, o enterramento preferencial dos atomos estéd
relacionado com a hidrofobicidade de seus residuos. Para o caso de considerarmos o
enterramento dos atomos discreto, podemos estimar a quantidade de informagao I(x;y)
a ser extraida da seqiiéncia de aminoacidos para a predicao do enterramento, conforme a
equacao 18.

HX3Y) = S Y Play) log, ) (18)

onde I(X;Y) é chamado de transinformacao entre as varidveis X,Y e P(x) representa a
probabilidade de X = z. Vale a pena ressaltar que matematicamente, 1(X;Y) pode ser
representado pela diferenga I(X;Y) = H(Y)— H(Y|X) = H(X) - HX|Y) = HX) +
H(Y)—-H(X,Y), em que H(X) é o mesmo definido a partir das equagoes 16 ou 17.

A figura 19d mostra a “diavida” para a predicao do enterramento, de primeira or-
dem, em relagao a informacao, de ordem 2k + 1, referente a seqiiéncia de aminodcidos.
Quando nao se possui nenhuma informacao sobre a seqiiéncia de aminoacidos, a duvida
é maxima e estd representada na figura por H(Y). A medida que aumenta a informacao
sobre a seqiiéncia, essa duvida decresce. A transinformagao [(X;Y) é representada pela
diferenca entre H(Y') por H(Y|X). H(Y|X) representa a entropia do enterramento ao
saber a seqiiéncia X. Quando bloco = 1 consideramos apenas a influéncia individual de
cada atomo para o enterramento. Em bloco = 2k + 1, consideramos uma janela com a
informacao de 2k + 1 aminoacidos, onde o enterramento considerado pertence ao dtomo
central. Os residuos vizinhos foram agrupados como polares ou apolares. Um exemplo de
seqliéncia é HHP(ALA—C,)HH P. Essa seqiiéncia representa uma janela de 7 residuos,
onde um C, de uma Alanina estd cercado por residuos polares (representados por P) e
apolares (representados por H).

Pelo grafico 19d, percebe-se a queda da divida (entropia) do enterramento ao aumen-
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tar a informacao referente a seqiiéncia de aminoacidos para diferentes precisao de corte.
Quanto mais precisa for a busca pelo enterramento, maior sera essa duvida. E interessante
ressaltar que a duvida sempre diminuiu ao piorar a precisao, exceto entre a precisao de
0,8 para 1,0. Essa excegao ocorreu devido ao fato do pico de probabilidade de distri-
buigao de enterramentos ocorrer perto de 1,0. Ao se agrupar em precisao de 0, 8, cria-se
um super-grupo compreendendo os enterramentos percentencentes ao intervalo [0, 8 : 1, 6]
que conseqiientemente diminui a entropia. Quando o tamanho do bloco é igual a 11, o
banco de dados esta saturado e a queda da entropia deixa de ser significativa.

Na secao 3.3, obtivemos uma funcao continua para a densidade de probabilidade de
um atomo em relagao ao enterramento. Para o caso continuo, uma adaptacao da equacao
18 permite a quantificacao da transinformacao. O célculo para a transinformagao a partir

de distribuicgoes continuas é mostrado abaixo, na equagao 19.

=Y PI (19)

onde I representa a transinformacao, P, a probabilidade de encontrar um atomo 7 e I, a
transinformagao relativa de um atomo 7. I, é mostrado abaixo, onde p(r) e p,(r) seguem

as definicoes de acordo com as equacoes 7 e 13.

= ooo p-(r) r
I = /0 log, 22 (20)

Considerando o caso em que a energia efetiva nao necessariamente varia linearmente
com r, a transinformacao para um grupo atomico 7 depende apenas dos parametros h.,
e a,. A medida que esses dois parametros se afastam do padrao (h, = a, = 1), ou seja,
quanto maior |h, — 1| e |a, — 1|, mais informativo serd sua funcao de energia. A figura
20 representa curvas de nivel da transinformacao em funcao de h, e a,. Nessa figura
estd ilustrada regioes de isohidrofobicidades. A transinformacao varia pouco em regioces
de mesma hidrofobicidade.

A partir da definicao mostrada na equacao 19, encontramos I = 0,096; 0, 109; 0, 135;

0,161 bits/dtomo ao diferenciar os tipos atomicos de acordo com os grupos Gyp, Gies,
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Figura 20: Curvas de nivel para transinformacao de primeira ordem em funcao de h, e o,
sao mostradas por linhas quebradigas para 0, 1; 0, 25; 0,6 e 1bits/atomo. As linhas suaves
representam curvas de isohidrofobicidade onde o produto h, o, é constante. Percebe-se
que a taxa de variacao da transinformagao é maior quanto maior for o distanciamento em

relagdo a curva neutra (h,a, = 1).
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Gat, Gy respectivamente. Ao multiplicar esse valor por 7,8; a média de atomos por
residuo desse banco de dados, encontramos a transinformacao, de primeira ordem, em
bits/aminodcido. Comparando os resultados, verificamos que a transinformagao au-
mentou de 0,75 bits/aminodacido para um modelo de duas letras (divisdao Gyp) para
1,26 bits/aminodcido na divisdo Gp,. Esse resultado leva a mesma conclusao obtida
comparando o valor-Z da energia da estrutura nativa para as diferentes maneiras de dis-
tinguir os tipos atomicos (segao 4.2). Dessa forma, concluimos que o aumento da espe-
cificidade dos tipos de atomos aumenta a informacao que pode ser extraida da seqiiéncia

de aminoacidos, aprimorando a capacidade de predi¢ao de um enterramento ideal.

5.2 Tentativa inicial de predigao dos enterramentos (exposto/enterrado).

Assumindo que o enterramento de um atomo deve ser influenciado pelos residuos
préximos ao longo da seqiiéncia que o cerca, utilizamos um esquema analogo ao proposto
por Garnier [44] para predigdo de estruturas secunddrias a partir da contribuigao de
residuos vizinhos. Um exemplo de janela de aminoacidos é mostrada na figura 21. As
setas representam o fato da estrutura de um atomo central ser influenciada por seus
residuos vizinhos. A influéncia de um residuo vizinho deve diminuir a medida que este se
distancia do atomo central. Esse fato é representado pela largura das linhas que compoem
as setas e é corroborado pela figura 22, que representa a transinformacao de cada tipo
de residuo para um C,, central estar exposto ou enterrado. Nessa analise, definimos duas
possibilidades de estruturas, enterrada, em que r; < 1 e exposta, onde r; > 1.

Intuitivamente, a transinformacao representa o quanto de informacao pode ser ex-
traida a partir de uma mensagem para a predicao de outra. Uma maneira pratica para
utilizar a transinformacao é relaciona-la como uma funcao de energia, capaz de distinguir
estruturas preferenciais para cada letra. Em 1978, Garnier et al. baseou-se na transin-
formagao para desenvolver um método, chamado de informacao direcional, de predicao de
estrutura secundaria [44]. De acordo com esse método, a propensao de um residuo a uma

determinada estrutura secundaria pode ser calculada a partir de uma contribuigao inde-
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pendente de cada residuo vizinho. Para este trabalho, adaptamos a informacao direcional
para tentar predizer enterramentos preferenciais.

Na subsecao anterior, verificamos que a entropia da sequiéncia de aminoacidos é quase
independente do tamanho de bloco considerado (figura 19a), pelo menos para blocos de
poucos aminodcidos e, por isso, € razoavel considerar que a probabilidade de se encontrar
um par de residuo x,y seja simplesmente o produto de suas probabilidades independentes,
ou seja p(x,y) = p(x)p(y). A inexisténcia de uma forte tendéncia dos residuos em se
agrupar em sub-sequiéncias preferenciais nos induz a considerar razoavel que cada residuo
influencie de modo independente o enterramento de um atomo central.

A influéncia de cada residuo vizinho para um atomo central pode ser calculada de
acordo com a equagao que representa a transinformacao (equagao 18). Nesse caso, Y
representa o enterramento de um atomo central e X representa tanto o tipo de residuo
quanto sua posicao em uma janela de aminoacidos vizinhos. Seguindo o raciocinio da
informacao direcional, cada residuo vizinho contribui independentemente para o enterra-
mento de um atomo central. Dessa forma, a partir do somatorio da influéncia de cada
residuo, somos capazes de predizer o enterramento preferencial de cada atomo.

Na equacao 21, representamos formalmente a funcao de energia para a estrutura de

uma atomo central.

d P(bo|si) d
E(bo|s) = — '_Z’log(m) = — ‘_z:‘[(bo, S;) (21)
i=—j i=—j

De acordo com essa equacao, a energia da estrutura de um atomo é calculada para uma
janela de 25 4+ 1 residuos, onde a contribui¢ao de cada vizinho é somada de acordo com o
tipo de residuo e a posi¢ao i na janela, com i variando de —j a +j. Nessa equacao by ¢ o
enterramento do atomo na posicao central da janela e s; representa o residuo ocupando
a posigao i da janela. E(bg|s) é a energia que esse dtomo, pertencente a uma seqiiéncia
s, contribuird para o sistema ao estar no enterramento by. P(bg|s;) é a probabilidade
do enterramento by tal que s;, e P(by) é a probabilidade de ocorrer o enterramento by,

independente da seqiiéncia, e I(by, sg) representa a mesma transinformagao definida na

equacao 18.
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Figura 21: A hidrofobicidade dos residuos vizinhos influenciam no enterramento de um

atomo central. Quanto mais proximo o residuo, maior sera essa influéncia

Os valores usados nessa equacao sao referentes a traninsformagao da estrutura ao saber
o residuo vizinho. Na figura 22, cada linha representa um tipo de residuo. O eixo x indica
a posicao na janela e a abscissa refere-se a contribuicao, dependente da posigcao da janela,
que um tipo de residuo acrescenta na propensao de um C,, central em estar exposto.

Na figura 22c, é mostrado os residuos que possuem um comportamento diferente do
padrao e eles sao a Histidina, Alanina, Prolina e Glicina. Apesar da Prolina ser um
iminoacido com cadeia lateral apolar, ela influencia um atomo central a estar exposto.
Justifica-se essa situacao pelo fato do nitrogénio da cadeia principal estar ligado a cadeia
lateral, impossibilitando-o de fazer pontes de hidrogénio. Essa caracteristica restringe a
Prolina apenas como residuo inicial de o — hélice, tornando-a rara em regioes enterradas.
A Prolina é mais comum em regioes de “loop” e ao final de folhas — 3 antiparalelas [45].

A Alanina possui como cadeia lateral um grupo metil. O grupo metil é um grupo
apolar, que combinado com o fato da cadeia principal ser polar, torna a Alanina um
residuo de comportamento neutro. Esse fato justifica a transinformacao da Alanina ser
préxima de zero, independente de sua posicao na janela e é semelhante ao resultado obtido
para h,. Outros trabalhos também descrevem a hidrofobicidade da alanina como neutra,
como o trabalho de Meirovitch et al. [31,32].

Com excecao das curvas para Histidina e Alanina, todas as curvas mostram um pico na

posicao do atomo central e o "peso”de cada residuo vai diminuindo quanto mais afastado
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Figura 22: Informacao direcional para diferentes residuos de aminoacidos. A informacao
direcional é calculada como a transinformacao para o enterramento de um atomo central
ao saber o tipo de residuo e sua posicao em uma janela de aminoacidos. Esses graficos

estao relacionados a conformagao exposta do dtomo (r > 1). Nota-se um pico na posigao
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este estiver na janela. Por esse fato, conclui-se que o residuo central é o fator de maior
influéncia para seu proprio enterramento. E a influéncia vai diminuindo para residuos
distantes do atomo central.

Além do C,, também foi calculado a influéncia de residuos vizinhos para o enterra-
mento de Cpg. Seus valores foram utilizados na equacao 21 para previsao de estruturas
preferenciais. A figura 23 mostra a percentagem desses atomos que estao em seu enterra-
mento de menor energia, como uma funcao do tamanho da janela a ser considerado. Para
esse resultado, essa fungao de energia de dois tipos (enterrado/exposto) foi aplicada ao
proprio banco de dados em que foi extraida, indicando que 66% dos dtomos estao com a
energia minima e outros 34% estdao no enterramento mais energético. Nao houve consi-
deravel diferenca no sucesso da predicao para C, e Cg. A principal diferenga encontrada
foi que para o C3 era necessario uma janela menor para atingir a mesma informagao. A
causa da saturacao precoce na informacao para a predi¢ao de C'z pode estar relacionada ao
fato de U3 ser um atomo pertencente a cadeia lateral. Seguindo essa linha de raciocinio,

Cp de residuos hidrofilicos estariam mais expostos que C, e o inverso para os residuos

hidrofébicos.
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6 Discussao

A variavel distancia reduzida foi pouco utilizada na literatura, mas pode vir a ser im-
portante na busca de estruturas de uma proteina a partir da seqiiéncia de aminoacidos. A
definicao de enterramento utilizada mostrou correlacao com a hidrofobicidade dos residuos
obtida por outros trabalhos. A correlacao para esse fato ocorre por causa da escolha
apenas de proteinas globulares para o banco de dados. O ponto de corte para definir
proteinas globulares foi um tanto arbitrario e um relaxamento em seus parametros man-
teve as mesmas caracteristicas. Para o caso de selecionar apenas proteinas nao globulares,
a correlagao de Pearson ao comparar h, (equacao 13) dos residuos com a hidrofobicade
obtida por outros trabalhos diminui. Quando selecionamos apenas aquelas proteinas com
k>4easf > 0.2, ocoeficiente de Pearson cai para C' = 0.73. Ao Aumentar o rigor para
definir proteinas nao-globulares diminui-se ainda mais a correla¢ao (quando consideramos
asf > 0.25, o coeficiente de Pearson cai para 0.65).

Independente da relacao com a Fisica, a distribuicao de Fermi-Dirac pode ser uma
poderosa ferramenta para a predicao de estruturas de proteinas. Em primeiro lugar,
poucos parametros foram necessarios para o seu ajuste e esses parametros mostraram ser
relacionados com propriedades quimicas. Em segundo lugar, o cédlculo para a varidvel
distancia reduzida é relativamente simples e serve como alternativa para outros métodos
tradicionalmente utilizados na literatura.

O ajuste da distribuicao dos atomos fornece uma funcao de energia especifica para
cada grupo atomico. Essa funcao de energia é possivel de ser utilizada como potencial
estatistico. Ela mostrou ser capaz de distinguir a estrutura nativa de estruturas com-
pactadas ao acaso. Essa distingao melhorou ao se aumentar a especificidade dos grupos
atomicos. Apesar dessa funcao de energia nao ser suficiente para distinguir estruturas
préximas da nativa, ela permite distinguir enovelamentos absurdos.

O potencial de energia E'D, definido na sec¢ao 4.1 mostrou conter informagao suficiente
para dobrar proteinas globulares, pelo menos para aquelas de cadeia pequena. Compa-

rado com o GO, esse potencial necessita de muito menos informacao para ser extraido.
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Utilizando E'D, encontramos o valor-Z da energia da estrutura nativa, comparado com a
energia de estrutura compactadas ao acaso em torno de 10, enquanto para GO o valor-Z
se encontrou por volta de 50. Por esse motivo, consideramos Z,, &~ 10 uma referéncia de
segregacao energética suficiente para atingir a estrutura nativa.

O potencial mais informativo que obtivemos diferencia cada atomo e discrimina o en-
volvimento da principal em ponte de hidrogénio. Nesse caso, obtivemos Z, ~ 4,1. Tendo
como referéncia ED, precisamos extrair mais informacao da seqiiéncia de aminodcidos
para se conseguir uma funcao onde a energia da estrutura nativa seja suficientemente
segregada. Uma primeira tentativa para melhorar esse potencial energético é verificar a
influéncia de residuos vizinhos para a funcao de probabilidade do enterramento de um
atomo.

Ao trabalhar com potenciais estatisticos, estamos sujeitos a saturacao da informagao e
é preciso procurar uma método para conseguir maximizar a extragao da informacao. Para
uma seqiiéncia de m residuos, existem 20" possibilidades de combinacao. Neste trabalho,
o banco de dados continha aproximadamente 500000 residuos de aminoécidos. Em média,
cada combinagao poderia ser amostrada 500000/20™. Para ilustragao, consideramos o caso
de m = 3. Nesse caso, seriam possiveis 62, 5 amostras em média por conformagao. O valor
de 62,5 é pouco para ter dados suficientes e ajustar uma fungao p,(r), de acordo com a
equacao 13. Para contornar essa situagao, uma maneira comumente usada para maximizar
a informagao é agrupar residuos com propriedades semelhantes. Em um trabalho de
2000, Solis & Rackovsky [46] propuseram um método, baseado em Monte Carlo, para o
agrupamento de residuos no qual a informacao a ser extraida de um banco de dados é
maximizada.

Outra possibilidade é buscar algum padrao de influéncia de residuos vizinhos. Para
exemplicar o fato, suponha que a Lisina sempre desloque a distribuicao dos atomos de
seus residuos vizinhos em 0,1 a direita. Seria importante se fosse obtida uma funcao
influéncia para cada residuo, na qual fosse possivel prever como cada residuo afeta um
residuo vizinho. A funcao influéncia capacitaria a busca por informacoes que nao sao

explicitamente presentes no banco de dados.
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Ainda na busca por uma funcao de energia ideal, precisamos levar em conta que a de-
finigao de enterramento adotada nesse trabalho (distancia reduzida), é uma aproximagao
e teria significado fisico apenas em proteinas globulares. Como nem todas as proteinas
sao globulares, uma outra definicao de enterramento, por exemplo a distancia do dtomo

a superficie, pode fornecer uma funcao de energia mais informativa.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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