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Resumo

O enovelamento de proteinas é um problema fundamental em Biofisica Molecular.
O processo de enovelamento é, em geral, mapeado através de uma equacgao de
difusao aplicada ao longo da coordenada de reacao @), a qual descreve o grau de
similaridade de uma determinada configuracao com o estado nativo da proteina.
Os tempos de enovelamento podem ser calculados a partir dos potenciais efetivos
e do coeficiente de difusao D. Na literatura, D é assumido constante. Usando
modelos de rede, mostramos neste trabalho variagoes desse coeficiente de difusao

em funcao de @) e calculamos os novos tempos de enovelamento.

Palavras-chave: coeficiente de difusao, tempo de enovelamento, modelo de rede,

enovelamento de proteina
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Abstract

The protein folding is a fundamental problem in Molecular Biophysics. The fol-
ding process is, in general, mapped in a diffusion equation through the reaction
coordinate (), that is the similarity degree of a state with the native state. The
folding times can be calculated with effective potencials and the diffusion coef-
ficient D. In the literature, D is assumed constant. Using lattice models, we
show in this work its variations in function of @) and we calculate the new folding

times.

Keywords: diffusion coefficient, folding time, lattice model, protein folding
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Capitulo 1

Introducao

1.1 O que é uma proteina

As proteinas fazem parte de uma classe de macromoléculas que tém papel
fisiolégico fundamental em toda atividade celular dos seres vivos. Algumas vezes
encontram-se nas membranas celulares regulando a entrada e saida de fons, outras
vezes no meio celular envolvendo macromoléculas e podem participar da formagao
de complexos moleculares. Enfim, essas tém intimeras fungoes no meio celular e
o seu mau funcionamento pode levar a célula e consequentemente o ser vivo a
adoecer. A grande influéncia das proteinas sob a fisiologia dos organismos vivos
torna essa classe de macromoléculas importante para o estudo.

As proteinas sao formadas por seqiiéncias de aminoacidos ligadas covalen-
temente por ligagoes peptidicas [1]. Essas seqiiéncias podem ser curtas, peptideo,
ou longas, polipeptideo ou proteina. Existem na natureza, em geral, 20 dife-
rentes aminodcidos que podem ser classificados como hidrofilicos (ou polares) e
hidrofébicos (ou apolares).

Todas as proteinas de qualquer ser vivo sao, em sua estrutura mais sim-

ples, uma seqiiéncia formada por combinacoes destes 20 aminoacidos. Esses sao
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CAPITULO 1. INTRODUCAO 16

compostos por um carbono localizado na cadeia principal (C,,) que mantém qua-
tro ligacoes, sendo uma com um atomo de hidrogénio, uma com o grupo amina
(NH3), uma com grupo carboxila (COO™)) e uma com um radical (R). Os
grupos amina e carboxila estao em suas formas ionicas. O radical diferencia cada
um dos 20 tipos de aminodcidos [2].

Os aminoacidos ligam-se através do grupo amina de um aminoacido com
o grupo carboxila de outro liberando uma molécula de dgua (ligacdo peptidica).
A juncgao dessas unidades peptidicas dao origem as cadeias poliméricas e, entao,
as proteinas. Elas sao sintetizadas nos ribossomos onde o RNA mensageiro é tra-
duzido de acordo com seu cédigo genético, cada tripleto de nucleotideo especifica
um aminodcido correspondente [3].

Uma proteina possui quatro niveis de estrutura. A seqiiéncia de
aminoacidos na cadeia polipeptidica determina a estrutura primaria ou seqiiéncia
da proteina. Grupos locais de aminodcidos que formam padroes que se repetem
pela proteina como estruturas de hélices alfa, folhas beta ou voltas aleatérias for-
mam a estrutura secundéria da proteina. O arranjo tridimensional (3D) dessas
estruturas secundarias e sua topologia com coordenadas de cada dtomo incluindo
as cadeias laterais formam a estrutura terciaria. Cadeias polipeptidicas podem se
rearranjar para formar a estrutura quaterndria, ou seja, as estruturas terciarias
idénticas se reagrupam para formar uma nova estrutura 3D [2].

A estrutura tercidria (ou quaternaria quando houver) de uma proteina
determina a funcao que serd exercida no meio biolégico. Para que uma proteina

seja biologicamente ativa, ela deve [4]:
e possuir uma conformacao nativa;
e a conformacao nativa deve ser estavel termodinamicamente;

e atingir a conformacdo nativa (enovelar) a tempo de realizar sua fungao

biolégica.
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Sendo assim, torna-se importante descobrir como uma proteina atinge
sua forma nativa, quais sao as forcas que governam o enovelamento, quanto
tempo uma proteina leva para atingir sua forma a fim de desempenhar seu papel

bioldgico.

1.2 O problema do enovelamento

Entre as décadas de 1940 e 1950, iniciou-se a revolucao na Biologia que
deu origem a Biologia Molecular moderna. Os trabalhos de Pauling e colabora-
dores em 1951 [5], determinaram estruturas 3D de cristais de pequenas cadeias
de aminoacidos. Com a resolucao destas estruturas, Pauling descobriu que elas
tém padroes que se repetem pela cadeia polipeptidica como alfa hélices e folhas
beta, estruturas secundarias mantidas por ligacoes do tipo ponte de hidrogénio.
Também, sugeriu que, devido a ressonancia da dupla ligagao entre os atomos de
carbono-oxigeénio e carbono-nitrogénio, a configuracao de cada residuo é planar,
havendo somente angulos entre os residuos de aminoacidos na cadeia.

Logo apds, em 1953, Watson e Crick [6] propuseram uma estrutura em
dupla-hélice para as moléculas de DNA, inspirando um entendimento para o que
foi chamado de Dogma Central da Biologia: DNA — transcricaio — RNA —
tradugao — proteina. Dessa forma, foi compreendido o complexo maquinario
envolvido na biosintese de cadeias polipeptidicas [7] e deu-se inicio a novas dis-
cussoes sobre essa nova area da biologia que estava emergindo: O estudo do
enovelamento e predigao de estrutura de proteina.

Os estudos pioneiros de Anfisen e colaboradores [8] na década de 60 tive-
ram um papel fundamental para o desenvolvimento do estudo do enovelamento
proteico. Seu estudo consistia em medir através de reagoes fisico-quimicas, a ati-
vidade de uma proteina, no caso a ribonuclease — uma cadeia polipeptidica de

104 aminoacidos com 4 pontes de sulfeto. Anfinsen mostrou que uma proteina
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depois de desnaturada (desenovelada) poderia espontaneamente reenovelar-se, ou
seja, reestabelecer sua forma nativa de proteina em condigoes fisiologicas adequa-
das, reativando sua funcao biolégica. Anfinsen entao, concluiu que essa seqiiéncia
continha toda a informacgao necessaria para definir a sua estrutura tridimensio-
nal de proteina e por conseqiiéncia, a sua fungao biolégica [9]. Também pode-se
concluir com esses experimentos que o processo de desnaturagao — renaturagao
era reversivel: sempre que se clivasse as pontes de sulfeto, quando reestabelecida
as condicgoes fisiologicas essas eram novamente formadas.

Com seus estudos sobre a desnaturagao da ribonuclease, Anfinsen esta-
beleceu o que foi chamado de Hipotese Termodinamica. Essa hipdtese diz que
a estrutura tridimensional de uma proteina no seu estado nativo em condigoes fi-
siolégicas normais é o nivel energético mais baixo da energia livre de Gibbs de todo
o sistema, ou seja, a conformacao nativa é determinada totalmente por interacgoes
interatomicas e, portanto, pela seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina no
meio [9]. Dessa forma, tornou-se evidente que o enovelamento de uma proteina
era “independente do caminho”, ou seja, nao existiria um caminho cinético pela
qual a proteina tivesse que passar para encontrar a sua forma nativa.

Em oposigao as idéias de Anfinsen, Levinthal [10] argumentou ser im-
possivel acessar todo o espaco conformacional em busca da menor energia li-
vre de Gibbs em um tempo relativamente curto. Isso por que o nimero de
conformacgoes possiveis cresce exponencialmente com o nimero de residuos de
aminodacidos. Para ilustrar essa afirmacao, Levinthal supos uma proteina com
N aminodcidos que pudessem assumir p orientagdes no espago, entao o nimero
de conformacoes possiveis distintas para uma proteina seria pV. Para uma es-
timativa simples, consideremos que cada aminoacido tenha somente duas pos-
sibilidades de orientacao, entao o nimero de conformagoes possiveis para uma
proteina com 100 aminodcidos é de 2'%° ~ 103", Se pelo menos um picosegundo é
requerido para acessar uma conformagao, entao o tempo necesséario para explorar

todas as conformacoes de uma proteina de 100 aminodcidos é aproximadamente
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10*® segundos ou mais de 10'° anos, tempo da ordem de grandeza da idade do
universo. Essa idéia ficou conhecida como o Paradoxo de Levinthal.

Levinthal entao estimou que uma proteina nao poderia se enovelar em
tempo suficiente de procurar seu minimo global de energia, sendo que a con-
formagao final da proteina deveria ser alcancada por um caminho cinético pre-
ferencial, o enovelamento é “dependente do caminho” (pathways), ou seja, “uma
seqiiéncia bem definida de eventos que seguem um ao outro e entao levam a
proteina de um estado aleatério desenovelado para um tunico estado metaestavel
enovelado” [10].

Como pode o enovelamento de uma proteina ser dependente e indepen-
dente do caminho ao mesmo tempo? Durante a década de 80, uma nova teoria
comecou a ser desenvolvida para resolver esse problema. Leopold e colaboradores
[11, 12] introduziram o conceito de funil de energia, onde se observa a superficie
de energia global da proteina (energy landscape) [13], como uma alternativa
ao paradoxo de Levinthal e aos caminhos de enovelamento. Esse conceito sera
estudado mais detalhadamente na préoxima subsecao.

As pesquisas no enovelamento de proteina tém fascinado bidlogos, fisicos,
quimicos e matematicos nos ultimos 50 anos. Entender como ocorre esse complexo
mecanismo ainda continuara sendo, por muito tempo, um problema em aberto

para pesquisadores do mundo inteiro.

1.3 O conceito de funil e superficie de energia:

The energy landscape

O conceito de funil e superficie de energia, junto com a nova geracao de
experimentos, tém contribuido significantemente para o entendimento tedrico e

experimental do complexo processo de enovelamento de proteina [11, 12, 13, 14].
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A abordagem ¢ feita a partir de uma descrigao estatistica do enovelamento e
é considerada como a “Nova Visao” [15, 16] da cinética de enovelamento de
proteina. A superficie de energia (energy landscape) representa a energia livre
interna de todos os estados conformacionais, com base energética dominante. A
maior parte da topografia da superficie de energia pode ser dita afunilada e suas
seqiiéncias de proteinas sao consideradas bem-desenhadas [17].

As idéias sobre o funil sao utilizadas para o entendimento do mecanismo
cinético de rearranjo das estruturas da proteina durante o enovelamento. Para

isso, Leopold [11] considerou as seguintes propriedades para uma proteina:

e proteinas enovelam de um estado aleatério passando por um estado colap-

sado seguido de um rearranjo;

e o rearranjo ocorre de maneira difusiva e segue uma brusca queda de altas

energias para baixas energias conformacionais;

e o rearranjo acontece depois do colapso entre conformagoes que sao geome-

tricamente similares.

Sendo assim, ele define um funil de enovelamento como uma colegao de
estruturas colapsadas geometricamente similares, umas das quais é termodinami-
camente estavel em relagao as outras (veja Figura 1.1). O funil de estruturas de
uma proteina depende de sua seqiiéncia primaria de aminoacidos, pois é nela que
estd toda a informacao necessaria para se enovelar. Uma proteina é dita “eno-
velavel” quando esta tem um tnico estado nativo termodinamicamente acessivel
em seu funil de enovelamento.

O potencial termodinamico que pode descrever um processo a pressao
e temperatura constante, como o enovelamento de proteina em meio bioldgico,
¢ a energia livre de Gibbs [18]. Por isso o sistema proteina-solvente é descrito
em fungao da energia livre e do espago de conformacoes da proteina. Com isso,

podemos obter uma descricao detalhada da superficie de energia de uma proteina
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especificando sua energia livre média sobre a coordenada de reacao em funcao
das coordenadas de cada dtomo na proteina. A superficie de energia apresentara
minimos locais [13] que sdo pequenas excitagoes de energias correspondentes a
mudancas conformacionais locais e individuais como rotacao de cadeias laterais.
Essas energias sao da ordem de kg7, ou seja, flutuacoes de energia dos atomos
da proteina. A proteina visita esses minimos locais muito mais rapidamente do
que visita o minimo global de energia.

Dessa forma, a dinamica de enovelamento pode ser considerada como
sendo um processo em que o ensemble de estruturas parcialmente enoveladas ca-
minham para a estado nativo com sua energia livre e entropia associada [19].
A superficie de energia pode ser associada a um funil parcialmente rugoso (veja
Figura 1.1). Para uma superficie de energia desse tipo, temos muitas estrutu-
ras com altas energias e poucas com baixas energias. Quanto mais proximo o
sistema encontra-se do estado nativo, mais baixa ¢é a energia dessas estruturas.
Uma proteina no estado desenovelado encontra seu estado nativo dinamicamente
através dos caminhos presentes neste funil de energia que levam ao enovelamento
[20] (veja Figuras 1.1 e 1.2). Esses caminhos sao determinados pela forma e
rugosidade do relevo da superficie de energia de uma proteina. A medida que
a proteina se aproxima do estado nativo, mais similar é sua estrutura com a
estrutura do estado nativo e menor é o nimero de estados acessiveis. Varios
experimentos tém sido feitos estudando esses caminhos que levam a proteina a se
enovelar [21]. Além disso, vérios experimentos e simulagoes computacionais tém
sido implementados para encontrar o relevo da superficie de energia de peptideos
e protefnas [22, 23]. Desse modo vencemos o Paradoxo de Levinthal [10] que é
a improbabilidade estatistica da proteina encontrar seu estado nativo em tempo
funcional por tentativas aleatérias.

As fases termodinamicas sao definidas pela temperatura do sistema. Em
altas temperaturas, as estruturas com altas energias predominam e a medida que

a temperatura diminui, estados de baixa energia sao ocupados. Cineticamente,
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Figura 1.1: No topo a esquerda, temos o funil de estruturas proposto por Leopold
[11]. Ensemble de estruturas no estado desenovelado que passam por um estado
intermediario ao enovelarem antes de atingirem o ensemble de estruturas enove-
ladas. No topo a direita, é apresentado um esboco qualitativo da superficie de
energia (energy landscape) de uma proteina. O eixo horizontal representa a en-
tropia, o vertical esquerdo, a energia total e o direito, o grau de similaridade com
o estado nativo. Abaixo a esquerda, temos algumas rotas de enovelamento para
uma determinada proteina. Abaixo a direita, é apresentado a superficie de ener-
gia com a energia no eixo vertical e o espago conformacional nos outros. Figura de

J. N. Onuchic apresentada no XXXVII Latin-American School of Physics, 2006.
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abaixo de uma certa temperatura, denominada de temperatura de transicao, o
sistema atinge certos estados de baixa energia onde fica armadilhado. Uma vez
que sua energia térmica nao é suficiente para ultrapassar barreiras de energia.
Entao podemos generalizar, para uma pequena proteina em solvente, duas fases

termodinamicas:
e fase desenovelada com alta entropia e alta energia;
e fase enovelada com baixa entropia e baixa energia.

A rugosidade da superficie de energia é determinada pelas competicoes
nas interagoes da funcao energia de uma determinada proteina [13]. Essa com-
peticao é chamada “frustracao” e ¢é utilizada também em sistemas de vidros de
spin por exemplo, um sistema magnético no qual os spins estao arranjados aleato-
riamente em uma liga metalica diluida. Nesse paradigma, as energias de interacao
entre os spins também sao distribuidas aleatoriamente. Neste caso, as interacgoes
entre os spins tenderao a ser igualmente freqiientes e os spins serao aleatoria-
mente ferromagnético (os spins querendo apontar para a mesma dire¢do) e an-
tiferromagnético (os spins querendo apontar para dire¢oes opostas). Essas duas
tendeéncias nos conflitos locais nao podem ser satisfeitas em qualquer arranjo de
orientacoes dos spins. Sendo assim, é quase que impossivel favorecer um tipo
de configuragao, isto é, minimizar a energia do sistema satisfazendo completa-
mente todas as interacoes locais e entao dizemos que o sistema é energeticamente
“frustrado”.

Consideremos o efeito hidrofébico, que podemos imaginar como sendo
uma interacao da cadeia com o solvente que favorece a formacgao de contatos
entre pares hidrofilicos ou pares hidrofébicos de aminodcidos. Uma cadeia po-
lipeptidica é formada por seqiiéncias de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos.
O polipeptidio tera a tendéndecia de formar pares hidrofébicos que estao distan-
tes na cadeia. Por causa das restrigoes e conectividade da cadeia, o polipeptidio

também formara pares dissimilares, e entao, desfavoraveis. Proteinas reais sao
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Figura 1.2: Esquema de conformagoes de uma proteina com relagao ao grau
de similaridade com o estado nativo. No eixo horizontal temos a entropia e no
vertical, a coordenada de reagao, ou seja, grau de similaridade da estrutura com o
estado nativo. No topo da figura existe alta entropia, pois o estado desenovelado
possui um ensemble de estruturas muito grande. Quando a proteina se enovela,
move-se para baixo na coordenada de reacao, dessa forma o espago conformacional

e a energia reduzem drasticamente e a proteina encontra seu estado nativo. Figura

de J. N. Onuchic [14].
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sistemas frustrados.

Outro tipo de frustracao advém do fato de que as moléculas devem ul-
trapassar a barreira do potencial de energia para mudar de uma estrutura para
outra. Se essa energia é muito alta para ser atravessada em um curto intervalo de
tempo, dizemos que as duas estruturas nao estao “dinamicamente ligadas”. Duas
estruturas podem ser parecidas entre si e, mesmo possuindo mesma energia livre,
uma nao pode mudar para a outra em um tempo razoavel. Isso acontece devido
as restricoes geométricas da cadeia polimérica que nao permitem atravessar ela
mesma, criando uma enorme barreira de energia. Nesse caso, dizemos que temos
frustracao geométrica [24].

Um sistema com superficie de energia rugosa exibe transicao de fase.
Quando a temperatura desse sistema é diminuida ele tende a ocupar estados de
baixa energia, e na temperatura de transicao fica armadilhado em um desses
estados. A transicao para o estado armadilhado é acompanhada de uma consi-
deravel diminuicao de movimentos do sistema assim que ele tenta ultrapassar a
alta barreira de energia existente. Esse caso ¢ conhecido como transi¢ao de vidro.
Sistemas com superficie de energia rugosa tipicamente apresentam transicao de
vidro analogo ao que ocorre quando liquidos sao supercongelados abaixo de seu
ponto de congelamento.

Bryngelson e Wolynes (BW) [25], utilizando conceitos do modelo de ener-
gia aleatéria desenvolvido por Derrida [26, 27] para estudar sistemas de vidros de
spins, descreveram o enovelamento de proteina como esses sistemas. Com isso,
encontraram que as proteinas também exibem transicao para a fase de vidro. Essa
transicao ocorre em uma temperatura caracteristica chamada de temperatura de
vidro (7},). Se o sistema estd a uma temperatura abaixo de T}, entao dizemos que
o sistema estd na sua fase de vidro. Abaixo de T,, a entropia da cadeia é zero
porque ela estd armadilhada em um dos seus estados de energia mais baixos, a
proteina possui acesso cinético a poucas estruturas, e o tempo para sair desse

estado ¢ muito grande. A temperatura de enovelamento, T, pode ser definida
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como a temperatura na qual a populacao das configuracoes enoveladas ¢ igual as
populagoes em todas as outras configuragoes [13]. BW também mostraram que
boas seqiliéncias sao aquelas que procuram maximizar a razao T/T,, ou seja, a
temperatura de enovelamento Ty deve ser maior e o mais afastada possivel da
temperatura de vidro 7}. Isso porque se a proteina estiver em uma temperatura
proxima de T nao haverd a possibilidade de atingir 7}, e impossibilitar a proteina
de atingir seu estado nativo.

A conexao entre a teoria de superficie de energia e proteinas reais ja esta
bem estabelecida para pequenas proteinas que se enovelam rapidamente, cujo
enovelamento é da ordem de milisegundos e tem dominio de enovelamento tinico,
ou seja, elas possuem dois estados termodinamicos com um 1nico e bem definido
funil [19]. Uma nova geracao de experimentos (espectroscopia dinamica em NMR,
engenharia de proteinas, enovelamento acompanhado a laser, fenomenos ultra-
rapidos, entre outros) tém contribuido para o desenvolvimento e aperfeicoamento

dessa teoria.

1.4 A equacao de difusao

A teoria sobre funis de superficie de energia tem como resultado a
descricao simples do processo de enovelamento de proteina. Esse processo é visto
como um processo coletivo, que se auto organiza e que pode ser descrito como
uma complexa reacao quimica. Ele nao ocorre por uma seqiiéncia de passos obri-
gatorios (pathways) intermediarios (micro-estados), mas por uma multiplicidade
de rotas pelo funil de enovelamento descrito por macro-estados (ensemble) [28]
como ja discutido nas secoes anteriores.

O processo de enovelamento de proteina é estudado como uma dinamica
no funil de energia em que a progressiva formacao de um ensemble de estrutu-

ras parcialmente enoveladas é impedida de alcancar imediatamente a estrutura
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nativa por ficar temporariamente aprisionada em minimos locais da superficie de
energia. Podemos acompanhar a evolugao do enovelamento no funil através de
parametros de ordem macroscdpicos, ou seja, uma coordenada de reacao efetiva.
A coordenada de reacao descreve o progresso, a cinética do enovelamento em
funcao da conformacao da proteina. Sao vérias as discussoes a respeito de qual é
a melhor coordenada de reacao que descreve o enovelamento (veja a referéncia [28§]
e suas referéncias). Uma boa coordenada de reagao nao deve somente ter uma
proximidade com a cinética do sistema, mas deve também ser de facil calculo
nas simulagoes e nas medidas em experimentos. A coordenada de reacao sera o
numero de contatos corretos (nativos) () numa conformagao. Esta coordenada
¢ utilizada na teoria de superficie de energia e descreve o quao préximo da estru-
tura nativa estd uma determinada conformacao. Se @) é igual a 1 significa que a
conformacao é a estrutura nativa e a proteina estd enovelada, se () ¢ 0 a proteina
estd totalmente desenovelada . Qualquer valor entre 0 e 1 significa que a con-
formagao é de um estado intermedidrio no enovelamento (veja Figura 1.2). Para
proteinas reais, seriam necessarios mais parametros de ordem para quantificar o
grau de similaridade com o estado nativo como grau de colapso, porcentagem de
hélices na estrutura, angulos de diedros, entre outros.

Como caracterizado na secao 1.3, a superficie de energia é determinada
pela energia livre e pela entropia e o enovelamento ¢ uma competicao entre esses
dois parametros. A medida em que a cadeia se move através da coordenada de
reacao, energeticamente do topo para a parte mais baixa do funil e fica mais simi-
lar a estrutura nativa, a entropia conformacional (nimero de estados acessiveis) é
reduzida. O gradiente de energia determina a média com que a proteina percorre
o funil até o estado enovelado. Isso é determinado por movimentos estocasticos
cuja estatistica depende dos saltos através de minimos locais. Para uma primeira

aproximacao, esse processo pode ser considerado como uma difusao [25, 29]. O

L Aqui, a coordenada de reacao @ estd normalizada podendo assumir qualquer valor entre 0

e 1 inclusivamente.
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Figura 1.3: Esbogo da energia livre para temperatura de enovelamento 7T em
funcao da coordenada de reacao, no qual ) é o grau de similaridade com o
estado nativo. A linha vertical em @); corresponde a regiao de transicao do estado

desenovelado para o estado enovelado.

tempo de enovelamento, entao, dependera da rugosidade da superficie de energia
e da dificuldade de superar a barreira termodinamica de energia imposta por esta
rugosidade (veja Figura 1.3).

A rugosidade da superficie de energia em qualquer estdgio do enovela-
mento atua com varias barreiras diminuindo a velocidade com que a proteina
percorre o funil e 0 movimento Browniano imposto, uma vez que, na tempera-
tura de enovelamento T a trajetéria da coordenada de reacao coletiva é descrita
pelo movimento Browniano. BW mostraram que para uma primeira aproximacao,
o tempo de enovelamento poderia ser calculado agrupando em camadas estados
com mesmo valor na coordenada de reacao. A equacao de difusao descreve o

fluxo de probabilidade através dessas camadas que é derivada assumindo que a
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coordenada de reacao pode mudar somente por pequenos passos relativos. Em
uma determinada temperatura T, a equagao de difusao que descreve a po-
pulagao dessas varias camadas é do tipo Fokker-Planck [30] e muda com o tempo

de acordo com

OPQ.1) _ 0 OP(Q.1) 0BF(Q.T)
— = aQ{D(Q,T) [aQ—l—P(Q,t)aQ]} (1.1)

A direcao média do fluxo é dada pelo gradiente de energia livre. O coefi-
ciente de difusao configuracional local D(Q) depende da rugosidade da superficie
de energia e reflete o tempo para escapar de seus minimos locais no sistema
proximo da transicao para a fase de vidro.

A energia livre F(Q,T) depende da competicao entre dois termos, o
termo energético que diminui a medida que ocorre o enovelamento e o termo
entrépico —1'S(Q)) que aumenta com o enovelamento. A energia livre é fortemente
dependente da temperatura. Em altas temperaturas, a fungao energia livre possui
um vale com uma barreira de energia muito grande e o tempo de enovelamento
aumenta exponencialmente. Na temperatura de enovelamento 7%, a energia livre
possui dois estados com uma pequena barreira termodinamica que tem origem
na competicao entre o termo entrépico e a energia, a medida que o sistema tende
ao enovelamento. A baixas temperaturas, o tempo de enovelamento se comporta
como uma exponencial decrescente. O coeficiente de difusao D(Q,T') depende da
temperatura e da coordenada de reagao e, dessa forma, o tempo de enovelamento
dependera das forgas termodinamicas que dirigem o enovelamento.

O tempo de enovelamento pode ser escrito como uma integral dupla [29]

Qfoldd Qd /eﬁ{F(Q)—F(Q/)} Lo
Tf —/ Q/o QW (1.2)

Para uma fungao de energia livre F'(Q)) com uma barreira bem definida,

unf

assim como em 7 (veja Figura 1.3), Qu,s corresponde ao vale de F(Q)) onde a
cadeia estd desenovelada e (Qfqq ¢ a coordenada de reacao para o outro vale onde

a cadeia estd enovelada. A integral dupla 1.2 pode ser aproximada pela lei de

Kramers [31]
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e Wyns € a curvatura em Qunr € Wyyq & curvatura do topo da barreira de energia.
Dy é o coeficiente de difusao efetivo equivalente a uma superficie de energia lisa.

O coeficiente de difusao depende da superficie de energia e dos movi-
mentos locais permitidos da proteina. BW analisaram a difusao configuracional
assumindo o limite de uma superficie de energia rugosa descorrelacionada e as
regras de Metropolis [32]. O coeficiente de difusdo dependerd também da tem-
peratura em que a proteina devera escapar dos minimos locais da superficie de
energia.

A temperatura de transicao de vidro, no equilibrio, sera dada por

AE2(Q)
25%(Q))2

em que S*(Q) é a entropia configuracional em ). Na temperatura T, o coeficiente

Ty(Q) = (1.5)

de difusao diminui com o numero total de estados, sugerindo a possibilidade
do Paradoxo de Levinthal. Abaixo de T}, nao podemos considerar a energia
como uma média, pois a flutuacao na energia livre é consideravel e dependera
fortemente do modelo e da seqiiéncia do heteropolimero [33]. Sendo assim, o
lento processo de enovelamento pode ser melhor explicado por poucos caminhos
cinéticos predominantes do que pelas leis de médias estatisticas para eventos
rapidos. A dependéncia de D da temperatura, da competicao da entropia e da
energia, leva a uma curva parabdlica para os tempos de enovelamento em funcao
de 3. Leite [34, 35] mostrou que, para uma superficie de energia de um sistema de
polarizacao de solvente, gradualmente as flutuagoes dominam a cinética abaixo
da temperatura T, andlogo a teoria de BW para a superficie de energia de uma

proteina.
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Dessa forma, os tempos de enovelamento dependem da energia livre e
do coeficiente de difusao que incorpora as multiplas difusoes através da barreira
de energia. A escolha de uma coordenada de reacao também podera influen-
ciar na dependéncia do coeficiente de difusao e da forma da energia livre de um

heteropolimero [33].

1.5 Motivacao

Como discutido nas secoes anteriores, o enovelamento de proteina tem
sido um problema fundamental na biofisica molecular para a compreensao de
estruturas e fungoes biolégicas. Determinar os tempos de enovelamento de uma
proteina nao é um problema trivial. Varios tém sidos os modelos e teorias que
tentam explicar e calcular esses tempos de enovelamento. Na presente discussao,
a dinamica do enovelamento segue a equacao de difusao do tipo Fokker-Planck e
os tempos de enovelamento podem ser calculados através de potenciais efetivos e
do coeficiente de difusao.

Em geral, o coeficiente de difusao ¢é mantido constante como uma
aproximacao para o calculo dos tempos de enovelamento tedricos resultando em
uma discordancia com os tempos de enovelamento de simulagao. O coeficiente
de difusao depende da coordenada de reacao e da temperatura do sistema e, por
isso, ocorre esta discrepancia.

Através de simulacdo computacional e utilizando modelos simples, cal-
cularemos o coeficiente de difusao em funcao da coordenada de reacao e da tem-

peratura resultando em calculos mais precisos.
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Modelo

2.1 A importancia dos Modelos Minimalistas

A estrutura das proteinas, em nivel atomico, é muito complexa. Essa
possui milhares de atomos interagindo entre si e com o meio onde se encontra.
Se olharmos para uma proteina no seu estado nativo, veremos que ela nao possui
somente uma estrutura, mas uma colecao de estruturas bem definidas com alto
grau de similaridade em constante dinamica. Desde os experimentos de Pauling
[5], sabemos que a estrutura de uma proteina nao é aleatéria, essas possuem
regioes periddicas (hélices e folhas) e aperiddicas (curvas aleatérias). Isso torna a
proteina um sistema muito interessante e dificil de ser estudado do ponto de vista
tedrico. Se o sistema proteico fosse completamente ordenado, seria simples e de
facil descrigao. Se fosse completamente aleatério, muitas propriedades desse tipo
de sistema ja estaria descritas. Porém, as proteinas estao entre esses dois tipos
de sistema. Mais uma vez, percebe-se que as proteinas sao sistemas complexos
para serem estudados teoricamente.

Entretanto, examind-las por meio de modelos mais simples (minimalis-

tas), que possuem algumas das propriedades das proteinas (protein-like), nos tem

32
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ajudado a entender o processo de enovelamento. Modelos simples sao exatos. Isso
porque, podemos calcular sua funcao de particao e a partir da qual proprieda-
des fisicas podem ser obtidas sem consideragoes ou aproximagoes. Esses modelos
sao representacoes rudimentares de proteinas envolvendo poucos parametros, nos
quais se perde a representagao atomica e geométrica de uma proteina real, mas se
ganha na caracterizacdo de todas as possiveis seqiiéncias de aminodcidos (espago
de seqiiéncias) e todas as possiveis conformagoes (espago conformacional) de uma
dada seqiiéncia [28].

A simulacdao computacional de modelos minimalistas tem ajudado no
entendimento do enovelamento de proteinas. Isso porque, a simulagao de mo-
delos de proteinas reais envolveria uma infinidade de parametros e interacoes
atomicas e, como conseqiiéncia, o tempo computacional tenderia a idade do uni-
verso, mesmo usando os computadores mais modernos. Os modelos minimalistas,
por possuirem poucos parametros, gastam um tempo computacional ainda rele-
vante, porém mensuravel.

Os trabalhos tedricos em proteinas comecaram, em 1975, com as
simulagoes em modelos de rede em duas dimensoes (2D) de Go e colaboradores
[36] e, por isso, esse modelo recebeu seu nome. Esse modelo tem as propriedades
de uma proteina que a faz se enovelar para uma estrutura unica. O potencial
de interacao utilizado nao é do tipo convencional, um hamiltoniano; ele pode ser
dito nao-fisico, contém a informacao necessaria para enovelar para a estrutura
nativa, por possuir muitas propriedades que sao observadas em proteinas reais.
Potenciais desse tipo sao chamados de potenciais de Go e sao muito utilizados no
estudo do enovelamento por possuirem essas propriedades.

Logo apds em 1989, Chan e Dill [37] construiram um novo modelo de
rede. Criaram o modelo HP (Hidrofébico-Polar) com um potencial fisico mais
realistico inspirado no modelo de Go. Nesse modelo, os dois tipos de monomeros
possiveis representam os aminodcidos hidrofébicos (H) e o polares (P). Ele é

capaz de simular o efeito hidrofébico e de prever quais seqiiéncias sao capazes
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de se enovelar. Em 1990, Chan e Dill [38] estenderam suas idéias para a rede
3D com uma cadeia ctibica maximamente compacta de 27 mondémeros, com a
finalidade de explorar as conseqiiéncias de um potencial fisico sem aproximacoes
e as propriedades do espago conformacional e de seqiiéncias por ele gerados.

Em 1994, Socci e Onuchic [39] basearam-se no modelo de rede cibica de
Chan e Dill e nos potenciais de Go para estudar o modelo de rede ctibica de 27
monomeros. Esse modelo permite uma visao mais detalhada em simulagao de
proteinas e sera descrito e utilizado nas proximas secoes.

Modelos de rede possuem limitacoes ao representar a energia de superficie
de proteinas reais. A superficie de energia pode ser utilizada como uma ferra-
menta tedrica para o entendimento das propriedades do enovelamento. Porém, os
modelos de rede sao muito bons como modelo genérico, possuem muitas fungoes
e propriedades e tém provado, desde sua criagao até hoje, que podem prever em

grande detalhe o mecanismo de enovelamento de proteina.

2.2 Modelo de rede cubica

As idéias desenvolvidas por BW [29] serao utilizadas no modelo de rede
cubica de 27 monomeros de Socci e Onuchic, interpretando-o com base na
teoria da superficie de energia e de funil de estruturas. Nesse modelo, estudare-
mos a dependéncia do coeficiente de difusao nos tempos de enovelamento de um
heteropolimero em um sistema de rede cubica. Como discutido na secao ante-
rior, esses modelos apresentam bom embasamento tedrico e uma vasta literatura
[13, 14, 17, 33, 38, 39, 40, 41, 42, 43].

No nosso sistema, simplificamos uma pequena proteina globular real por
um heteropolimero de 27 mondmeros (equivalentes aos aminoécidos de proteinas
reais) em uma rede cubica 3D. Os mondmeros estdao ligados covalentemente

ao longo da cadeia. Cada monomero pode ocupar somente um sitio na rede
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(condicao de volume excluido) (veja Figura 2.1). A estrutura inicial desenovelada
do heteropolimero é criada aleatoriamente na rede. A estrutura maximamente
compacta (enovelada) é um cubo de tamanho 3 x 3 x 3 com nimero maximo de
contatos igual a 28 (veja Figura 2.2).

Shakhnovich e Gutin [44] enumeraram exaustivamente todas as con-
formacoes maximamente compactas desse polimero com 27 monoémeros, encon-
trando um nimero total de 103346 cubos. Uma conformag¢ao maximamente com-
pacta é um estado de menor energia, se escolnemos um potencial que favorega
a formagao de contatos. Escolhendo tal potencial, conseguimos determinar a es-
trutura nativa de uma determinada seqiiéncia enumerando os cubos. Também,
a degenerescéncia do estado de energia mais baixa pode ser determinada. Como
queremos um heteropolimero que tenha as propriedades de uma proteina (protein-
like), as seqiiéncias deverao possuir um tnico estado de mais baixa energia, um
estado de energia minima nao-degenerado.

Sendo assim, devemos escolher um potencial que favorega a formacao de
estados compactos, que faca a cadeia colapsar e enovelar. A forca dominante no
enovelamento de proteinas é o efeito hidrofébico [45]. Esse efeito ¢ uma interacao
de muitos corpos entre as cadeias laterais hidrofébicas da proteina (residuos de
aminoacidos) e o solvente (dgua). O efeito hidrofébico faz com que a cadeia sofra
um colapso, ou seja, a formagao de um nicleo hidrofébico. No nosso problema,
modelamos esse efeito escolhendo um potencial que favorega a formacao de con-
tatos entre quaisquer dois monomeros. Mondmeros que sao vizinhos proximos na
rede interagem com uma certa energia. O potencial também deve assegurar que a
seqiiéncia tenha um tnico estado de baixa energia. Entretanto, nao queremos um
homopolimero, entao, adicionamos um termo que dependa do tipo de monomero
que estd interagindo, um termo energético de interacao que distingue se os dois
monomeros em contato sao do mesmo tipo ou nao. A energia potencial sera

E - Z thytj (21)

<d,5> |i—j#1|
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Figura 2.1: Estrutura aleatéria inicial gerada na rede para uma seqiiéncia de 27

monomeros.
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Figura 2.2: Estrutura maximamente compacta da seqiiéncia de 27 monomeros.

A estrutura é um cubo 3 x 3 x 3 com maximo de 28 contatos nao-covalente.
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no qual a soma é efetuada sobre todos os pares vizinhos na rede, excluindo os
pares ligados covalentemente. A questao central do enovelamento é determinar
a estrutura da proteina a partir de sua seqiiéncia. Para isso, precisamos de pelo
menos dois tipos de monomeros. No presente estudo, como estamos utilizando
um modelo simples, usaremos apenas trés tipos. O monomero ¢ é do tipo t; que

poderd ser A, B ou C. Hy ;. ¢ a matriz de interagao entre os contatos dada por

A B C

A(E E, E,
Oy, = B|E, E E,| (2.2)

C\E, E, E

E; é a energia entre dois monomeros de mesmo tipo em contato e FE, entre
monomeros diferentes.

A dinamica de enovelamento do nosso modelo de rede dependera dos ti-
pos de movimentos adotados para a cadeia [39]. Diferentes tipos de movimentos
implicam em diferentes comportamentos cinéticos. Os tipos de movimentos es-
colhidos devem ser tais que respondam a questao do tempo de enovelamento e
que sejam o mais realistico possivel. O conjunto de movimentos escolhido para
a simulagao é baseado na dinamica de fisica de polimeros. Esse conjunto con-
siste em movimentos locais que preserve a ligacao covalente e cada monomero
pode ocupar somente um sitio na rede. Os movimentos permitidos movimentam

o mondmero para um sitio adjacente nao ocupado e sao trés (veja Figura 2.3):

Movimento de fim de cadeia (end move) movimenta um monémero que se

encontra no final da cadeia.

Movimento de canto (corn move) movimenta um monoémero de canto na es-

trutura para um canto vago.

Movimento de manivela (crankshaft move) é o tinico a fazer o movimento de

dois monomeros simultaneamente.
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End Corner Crankshaft

Figura 2.3: Tipos de movimentos permitidos na simulacao. Esses movimentos
sao movimentos locais. Os circulos pontilhados representam os sitios na rede
desocupados e que permitem o movimento. Os circulos cheios sao mondémeros
ligados covalentemente. No movimento de final de cadeia e de manivela, o sitio
a ser ocupado ¢é escolhido aleatoriamente. O movimento de manivela é o tnico a

movimentar dois monoémeros simultaneamente.

Toda a discussao sobre os movimentos permitidos em modelos de rede
que estamos utilizando jé estd bem estabelecida [33, 39, 42]. Esses movimentos
sao suficientes para responder apenas a questao da cinética do tempo de enove-
lamento. Se estivéssemos interessados em estudar, como exemplo, a dinamica de
formagao de estruturas secundérias (hélices ou folhas), deveriamos utilizar movi-
mentos mais complexos e globais. Nosso modelo é muito simples e a seqiiéncia é
muito pequena e por isso podemos fazer um movimento de cada vez.

A partir de uma estrutura crescida aleatoriamente no espaco da rede, uma
configuracao inicial qualquer, sao realizados os movimentos locais em monémeros
escolhidos aleatoriamente. A escolha dos monomeros tem o mesmo peso. Um
movimento é feito usando o algoritmo de Metropolis de Monte Carlo [32, 46]. Se
for um monomero no final da cadeia, entao um sitio vizinho na rede é também
escolhido aleatoriamente. Se nao for um mondmero final, entao ele pode fazer

um movimento de canto ou de manivela, dependendo das posicoes dos vizinhos
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ao longo da cadeia. Se o movimento escolhido é o de manivela, a direcao do
movimento é escolhida aleatoriamente com mesma probabilidade para todas as
diregoes. Pode-se escolher uma probabilidade diferente para a realizacao de mo-
vimentos de manivela. Se o monomero escolhido violar o vinculo de volume
excluido, tentando movimentar o monomero para um sitio ocupado, a antiga
configuracao é restaurada e é contado esse movimento como um passo de Monte
Carlo (para o cdlculo da média de tempos) e entdo, um novo monémero é esco-
lhido. Se o movimento é permitido, isto é, o sitio na rede esté vazio, a energia da
nova configuragao é calculada e comparada com a energia da configuragao origi-
nal. Se a energia diminuir, o movimento ¢é aceito incondicionalmente e é contado
um passo. Se a energia aumentar, o movimento sera aceito de acordo com a usual

probabilidade de Boltzmann

E’new - Eold:|
kT

P =exp (2.3)

em que F,., é a energia da nova configuragao, E,4 é a energia da configuracao
original e T" é a temperatura do sistema. As unidades sao escolhidas de tal
forma que a constante de Boltzmann seja unitaria (k, = 1). Se um numero
aleatorio entre zero e um gerado é menor que P, o movimento é aceito. Caso
contrario, nenhum movimento é realizado e a configuracao original é restaurada.
Um movimento sendo aceito ou nao, uma unidade de tempo (passo de Monte
Carlo) é considerada.

Nao ha nenhuma conexao direta dos passos de Monte Carlo de uma
simulagao (escalas de tempo computacional) com escalas de tempo fisico real de
uma proteina [39]. Apesar disso, os passos de Monte Carlo podem ser usados
para calcular tempos pois se tornam realisticos quando comparado tempos de
enovelamento (tempos curtos) com tempos de dinamica (tempos longos). As
propriedades qualitativas, como os comportamentos cinéticos e termodinamicos,

continuarao sendo as mesmas de uma proteina real.
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2.3 Os parametros de hidrofobicidade

Numa proteina enovelada, o niicleo consiste prioritariamente de residuos
hidroféobicos e sua superficie de residuos hidrofilicos. Esse ordenamento ocorre
devido ao efeito hidrofébico, originario do enovelamento de proteinas em agua.
Variacoes nas propriedades do solvente terao efeitos profundos na energia de
interagao dos grupos hidrofébicos da cadeia.

Como discutido na secao 2.2, no modelo de rede cibica com uma cadeia
de 27 monomeros, utilizamos um potencial que simula o efeito hidrofébico que faz
o heteropolimero colapsar e enovelar. O potencial utilizado é dado pela equacao

2.1, que também pode ser reescrita na forma [40]
E = N,E, + N, E,, (2.4)

em que V; é o namero de contatos nao-covalentes entre monomeros do mesmo tipo
(like contacts) e N, é o nimero de contatos nao-covalentes entre monomeros de
tipos diferente (unlike contacts). Podemos analisar o comportamento do sistema

através de parametros de hidrofobicidade [47]:

o ;(El +E), (2.5)

Eher = (Eu - El) (26)

E dirige a formacdo dos contatos ou compactaciao da cadeia. Se for
menor que zero, a formacao de contatos é favorecida e a cadeia colapsa. Ele
simula o efeito hidrofébico. Ej.; determina a rugosidade da superficie de energia,
a heterogeneidade dos diferentes residuos e dirige a seqiiéncia a alcangar o estado
unico de menor energia.

Em nosso trabalho, estamos interessados no comportamento do modelo
com as mudancas na forca que dirige o heteropolimero ao colapso. Para isso,

utilizamos um parametro que mede o grau de colapso k

E

k=— .
Ehet

(2.7)
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A

Energia

0

I Ehet

Figura 2.4: Diagrama dos niveis de energia do modelo. No diagrama estd re-
presentada a energia de interagao entre os monémeros vizinhos nao-covalentes de
mesmo tipo (E;) e de tipos diferentes (E,). E dirige a cadeia & formacdo dos
contatos, a compactacao. FEj determina a diferenca entre os niveis de energia
e assegura que a cadeia seja um heteropolimero. Também, E; = E — Ejy /2 e

E,=E + Epu/2.
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Ajustando k£ mudamos o grau de compactacgao, ou seja, a hidrofobicidade
do sistema. Estamos interessados em duas regioes: o limite de alta hidrofobici-
dade onde k£ = 1 e o limite de baixa hidrofobicidade onde k£ = 0. No enovelamento
em regime de alta hidrofobicidade, a cadeia passa por um rapido colapso seguido
de um lento enovelamento até atingir o estado nativo. No regime de baixa hi-
drofobicidade, a compactacao e o enovelamento ocorrem simultaneamente em
dire¢@o ao estado nativo [47]. Proteinas reais exibem estes dois comportamentos.
Chahine e colaboradores [48] estudaram como esses parametros energéticos e a

temperatura influenciam na cinética do modelo de rede.

2.4 Meétodo do histograma

As propriedades termodinamicas do modelo de rede cibica sao calcula-
das via dinamica de Monte Carlo. Uma simulacao de Monte Carlo é feita em uma
determinada temperatura e as médias termodinamicas sao calculadas. Se desejar-
mos obter quantidades termodinamicas em uma outra temperatura, a simulagao
deve ser refeita. Para cada temperatura, uma nova simulagao. Entretanto, é
possivel obter as grandezas termodinamicas de outras temperaturas a partir de
uma simulagado em uma unica temperatura. Essa técnica é chamada método do
histograma de Monte Carlo [49, 50]. Usando essa técnica podemos calcular uma
densidade de estados aproximada do sistema com o qual calculamos qualquer
grandeza termodinamica para uma faixa de temperatura.

Para cadeias extremamente curtas em 2D é possivel enumerar todas as
conformacoes e obter a funcao de particao com a qual calculamos qualquer gran-
deza termodinamica. Ja para uma cadeia de 27 monomeros em uma rede ciibica
¢ impossivel enumerar todas as conformagoes, somente é possivel enumerar todas
as conformagdes maximamente compactas [44]. Entao, utilizamos o método do

histograma para calcular a densidade de estados. Para isso, contamos quantas



CAPITULO 2. MODELO 43

vezes ocorreu uma determinada energia na simulacao e montamos um histograma
de energia. O histograma h(E,T") mede a probabilidade da energia F ocorrer na
temperatura 7”. Ela é igual a média térmica da densidade de estados [51], pois o

sistema é considerado um ensemble canonico com

n(E)e BT
MET) = ————— 2.8
( ? ) Z(T/) ) ( )
em que Z(T") é a funcao de partigdo na temperatura 7", que é dada por
Z(T") =Y n(B)e /T, (2.9)

E
na qual n(E) é a densidade de estados na energia £ (nimero de conformacao
com energia F). kg é igual a 1 (veja secao 2.2) e T" a temperatura da simulagao.

Rearranjando a equacao 2.8 encontramos a densidade de estados
n(E) = h(E, T 2(T", (2.10)

na qual a funcao de partigdo Z(7") é uma constante que deve ser calculada. Para
0 nosso sistema, é possivel calcular Z(T") e obter a densidade de estados. Para
isso, precisamos da multiplicidade de algum estado. A seqiiéncia que estudare-
mos possuiu um estado nao-degenerado, o estado fundamental. Isso significa que
n(Eys) = 1, em que Ey é a energia do estado mais baixo. Com Z(7") determi-
nado, podemos encontrar a densidade de estados n(F) e calcular uma quantidade

extensiva, por exemplo, a energia livre usando a equacao 2.9 e
F(T)=-Tlog(Z). (2.11)

Para o calculo de quantidades intensivas, médias termais sao determina-

das através de /
_ Y é(E)n(E)e T

e substituindo a equacao 2.10 obtemos

(2.12)

_ Sp(BE)WE, T)e PITHET

(€1 = = e EreE (213)
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A equacao 2.13 deve ser usada sobre uma certa faixa de temperatura. Em
temperaturas muito maiores ou muito menores que a temperatura de simulagao
os erros no célculo da densidade de estados (equagao 2.10) tornam-se significa-
tivos. O sistema é amostrado para uma dada regiao do espago de fase em uma
dada temperatura. Para simulacoes onde a temperatura é muito alta, estados de
mais baixa energia nao sao visitados e o espaco de fase nao é amostrado. Para
baixas temperaturas de simulacao, estados com altas energia nunca sao visitados.
Dessa forma, a densidade de estados nao estara correta para regioes do espago de
fase nao amostrado (é zero para regides nunca visitadas). E por isso que existe
um intervalo de temperatura no qual é possivel fazer extrapolacoes para uma
simulagdo. Uma solucdo seria utilizar o método do multiplo histograma [50] em
que se usa varias simulacoes em temperaturas diferentes para interligar em um
unico histograma.

No modelo de rede cubica, para uma seqiiéncia de 27 monomeros, o
método do histograma simples satisfaz o intervalo de temperatura de interesse.
Isso porque, a largura do histograma de energia é 1/ V/N, onde N é o tamanho do
sistema. Por o sistema ser pequeno o suficiente para que o histograma amostre
uma grande regiao do espacgo de fase numa temperatura, o método do histograma

nos fornece resultados satisfatérios.
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Resultados

3.1 Tempos de enovelamento por simulacao

No nosso estudo do coeficiente de difusao, utilizamos uma seqiiéncia de
27 monomeros e com c6digo de trés letras (ABABBBCBACBABABACACBA-
CAACAB), conhecida como 0012. Essa seqiiéncia é muito usada na literatura
[33, 40, 43] e foi otimamente projetada por Socci e colaboradores [40] com a
razao 1y/T, = 1.6, indicando que possui grande estabilidade. Também nao pos-
sui contatos frustrados (contatos entre monomeros diferentes) na estrutura nativa

(cubo 3 x 3 x 3). No regime de alta hidrofobicidade, os parametros utilizados

para 2.5 e 2.6 sao, respectivamente, E = —2e¢ Ejy = 2 resultando em E; = —3
e B, = —1. Para o regime de baixa hidrofobicidade, usamos £ = 0 ¢ Ej; = 6
resultando em F; = —3 ¢ £, = +3. O numero total de contatos nao covalentes

para uma estrutura cubica nativa é 28. Sendo assim, a energia do estado funda-
mental, de acordo com a funcao potencial 2.4, serd —84 pois N; = 28 e N,, = 0.
Essa seqiiéncia esta longe de ser uma proteina real, porém possui comportamento
similar e resultados que podem ser aplicados a uma pequena proteina hélice alfa

desde que utilizemos uma lei de correspondéncia de estados [14]. Para as si-

45
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mulacoes, as unidades de temperatura e energia sao escolhidas convenientemente
tais que kg = 1. A temperatura de vidro é T, ~ 1 e as simulagoes sao feitas
a partir dessa temperatura critica. Para o calculo do tempo de enovelamento,
sao feitas 1000 corridas para cada temperatura e calcula-se a média dos tempos.
Em cada corrida, é anotado o tempo em que a seqiiéncia atinge pela primeira
vez o estado nativo. Nesse momento, ou quando se atinge o tempo maximo de
Tmaz = 1.0 x 10° passos de Monte Carlo, a corrida é parada. T ¢ escolhido
de tal forma que seja muito maior que o tempo de enovelamento (cerca de 1000

vezes maior) e que minimize o tempo computacional. A faixa de temperatura em

108 T 4 I . T . T
hidrofobicidade

. —&— alta

—8&— baixa 5

Tempo (passos MC)
l/

T 4 T L T L) T !
0,8 1,0 1,2 1,4 16

T,"Tr
Figura 3.1: Tempo de enovelamento (7¢) em funcdo da temperatura para os
regimes de alta e baixa hidrofobicidade. O tempo é medido em passos de Monte
Carlo da simulacao onde estd em escala logaritmica. A temperatura para cada
regime estd normalizada pela temperatura de enovelamento 7. O erro é calculado

através do desvio médio padrao.
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que fizemos as simulagoes foi 1.1 < T' < 2.4. A temperatura de enovelamento
T} é encontrada utilizando o método do histograma descrito na se¢ao 2.4. Para
a sequeéncia estudada 0012, a temperatura de enovelamento no regime de alta
hidrofobicidade é Ty = 1.51 e no regime de baixa 7Ty = 1.89.

A figura 3.1 representa os tempos de enovelamento (77) encontrados para
simulacoes nos dois regimes, alta e baixa hidrofobicidade. A temperatura para
os dois regimes esta normalizada pela respectiva temperatura de enovelamento,
entdo 7'/Ty = 1 na temperatura de enovelamento. Os tempos de enovelamento
tém a forma de “U” nos dois regimes de hidrofobicidade. Os tempos sao mais
rapidos para baixa hidrofobicidade pois, nesse regime, a medida que vai ocor-
rendo o enovelamento, os contatos vao se formando de forma correta levando o
heteropolimero direto para sua forma nativa. Ja no limite de alta hidrofobici-
dade, primeiro acontece o colapso da cadeia, contatos nao favoraveis (frustrados)
sao criados e depois, lentamente, a cadeia se rearranja para formar a estrutura
nativa tendo que abri-la para romper os contatos frustrados e formar os contatos

corretos.

3.2 Termodinamica e cinética

Nesta secao veremos como ocorre a termodinamica e a cinética do enove-
lamento de proteinas na rede para os dois regimes: alta e baixa hidrofobicidade.
Na figura 3.2 temos a energia livre, para vérias temperaturas obtidas nos dois re-
gimes, em funcao do parametro de ordem (). Esse parametro representa a medida
do grau de similaridade com a estrutura nativa, nimero de contatos corretos ou
contatos presentes nessa estrutura. As temperaturas estao acima da temperatura
de vidro. A energia livre foi calculada de acordo com a densidade de estados
usando o método do histograma de Monte Carlo (veja segao 2.4). Podemos no-

tar que o comportamento dos graficos da energia livre para a proteina nos dois
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Figura 3.2: Energia livre em func¢ao do niimero de contatos corretos, contatos que

existem no estado nativo, para varias temperaturas. No topo, temos o regime de

alta hidrofobicidade e, abaixo, regime de baixa. Para os dois regimes, a energia

livre tem a forma da figura 1.3 da secao 1.4.
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regimes ¢ diferente.

Para o regime de alta hidrofobicidade, ha dois vales bem definidos com
uma barreira de energia entre eles. O primeiro vale ocorre em ) &~ 7 que é onde
a cadeia sofre um rapido colapso e forma uma estrutura fechada. Nesse ponto,
a cadeia permanece boa parte do tempo de enovelamento a caminho do estado
nativo. A forma da energia livre nessa vizinhanca é quasi-harmonica e o tempo
de enovelamento é dado, em sua grande parte, pelo tempo que a cadeia leva para
atravessar a barreira de energia em (); ~ 16, a regiao de transi¢ao. Depois de
atravessar a barreira, a proteina atinge o préximo vale que corresponde ao estado
enovelado em ) = 28. A forma rugosa da energia livre préximo de @) = 23 se
déa devido a artificialidade da rede. Nesse ponto, existem movimentos de Monte
Carlo que levam a coordenada de reacao direto de ) = 23 para () = 28.

Para o regime de baixa hidrofobicidade, o grafico da energia livre é ge-
ralmente “ladeira a baixo”, isto é, possui um vale de energia em () = 28 onde
corresponde ao estado enovelado. Isso é devido ao fato de que nesse regime de
hidrofobicidade o colapso e o enovelamento ocorrem simultaneamente a medida
que o heteropolimero se enovela. Para altas temperaturas, comeca a aparecer
dois vales de energia como no regime de alta hidrofobicidade.

A figura 3.3 mostra a energia livre na temperatura de enovelamento 7
para os dois regimes. Vemos que o comportamento é parecido a nao ser pelo
fato de que, no regime de baixa, a regiao em ) = 7 possui energia mais alta
e a barreira de energia em ) = 16 é muito menor. Como mencionado antes,
no regime de alta temos dois vales bem definidos, a proteina leva um tempo no
primeiro vale para atravessar a barreira de energia e atingir o segundo vale, o
estado nativo. No regime de baixa, o enovelamento ¢ ladeira a baixo, nao gasta-
se muito tempo para atravessar a barreira de energia que é muito mais baixa que
no regime de alta. Isso explica o fato de o tempo de enovelamento no regime de
baixa (75 = (5.7 £ 0.2) x 10° passos de MC) ser cerca de seis vezes mais rdpido

que no regime de alta hidrofobicidade (77 = (3.3 £0.1) x 10° passos de MC).
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Figura 3.3: Energia livre em funcao do parametro de ordem na temperatura de
enovelamento 7. A curva continua se refere ao regime de alta hidrofobicidade e a

pontilhada, ao regime de baixa. Nos dois regimes, as curvas tém comportamentos
diferentes.

A medida que aproximamos da temperatura de vidro, diminuimos a tem-
peratura do sistema, a barreira de energia diminui. Entretanto, o tempo de enove-
lamento diverge pelo fato de que a proteina encontra-se armadilhada em minimos
locais de energia (rugosidade da superficie de energia). A cadeia ndo possui ener-
gia térmica suficiente para sair desse minimo local e acaba permanencendo muito
tempo armadilhada numa estrutura desenovelada. A entropia, nesse ponto, con-
verge pois sao poucas as estruturas em que a cadeia pode se interconverter quando

na situagao armadilhada.

Quando aumentamos a temperatura do sistema, a barreira de energia

20
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aumenta consideravelmente pois a proteina possui um gradiente de energia e en-
tropia muito grande diminuindo consideravelmente a energia livre, a energia livre
do primeiro vale é muito baixa. Nesse ponto do enovelamento, a energia térmica
do sistema é muito alta e a entropia diverge. A cadeia possui energia suficiente
para acessar todas as estruturas de seu espaco conformacional aumentando consi-
deravelmente o tempo de enovelamento pois a probabilidade de acessar a estrutura
nativa é a mesma de todas as outras.

Sendo assim, a explicagao para a forma parabdlica do grafico dos tem-
pos de enovelamento (veja Figura 3.1) tem razoes diferentes para cada lado da
parabola, nao héa simetria nesse grafico. O lado esquerdo, baixas temperaturas,
se refere a baixa energia térmica para a cadeia sair dos minimos locais e o tempo
aumenta exponencialmente. Ja o lado direito, altas temperaturas, se explica pelo
fato de que a cadeia possui alta energia e alta entropia, ela acessa todas as es-
truturas em igual probabilidade demorando para acessar a estrutura nativa. A
temperatura de enovelamento 7y ¢ uma temperatura intermedidria, pois ocorre
o balanceamento dos termos entrépicos e energéticos e, com isso, o tempo de

enovelamento é o minimo possivel.

3.3 Coeficiente de difusao constante

3.3.1 Barreira de energia em () = 16

Considerando o enovelamento como uma reacao simples, com uma unica
coordenada de reagao (), podemos utilizar a equagao 1.2 para calcular o tempo
de enovelamento 7. O coeficiente de difusao depende de (), mas aqui faremos
a simplificacao de utiliza-lo constante. Calculamos o coeficiente de difusao Dy
através da funcao correlacao das flutuagoes da coordenada de reacao AQ(t). A

difusao quasi-harmonica da funcao correlacao decai exponencialmente para tem-
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pos longos. Para uma determinada temperatura, o coeficiente de difusao pode

ser calculado pelo modelo de difusao harmonica com
Do(T) = AQX(T) /7uons(T) (3.1)

no qual AQ?*(T) é a média quadratica dos valores instantaneos da flutuagao da
coordenada de reagao na temperatura 1" e 7.-(T) é o tempo de autocorrelacao,
tempo de decaimento da fungao correlacao. AQ?(T) para uma determinada tem-

peratura 1" é calculado de acordo com

2

AQH(T) = L QHT)/N - (z @(T)/N) (3.2

sendo (); o valor instantaneo da coordenada de reacao no tempo i da simulacao
que ocorre do tempo i = 0 até ¢ = N. O célculo de 7., (1) é explicado no
apéndice A.

Esses cédlculos sao restritos para valores de () antes da regiao de transicao,
ou seja, ha uma barreira de energia infinita em () = 16. Isso porque, para o calculo
da fungao correlacdo (Q(¢t)Q(0)), foi considerado qualquer configuragdo com
() < 17 na regiao de colapso. Essa consideracao é feita por Socci e colaboradores
[33] para o célculo do coeficiente de difusao no regime de alta hidrofobicidade.

A figura 3.4 mostra o coeficiente de difusao obtido nos calculos para varias
temperaturas em alta e baixa hidrofobicidade. Podemos notar que o coeficiente de
difusao para o regime de baixa hidrofobicidade possui crescimento exponencial
mais ascentuado que o regime de alta. Dy é maior no regime de baixa pois
a difusao ocorre de maneira mais facil nesse regime que no de alta, os contatos
corretos vao se formando a medida que ocorre o enovelamento do heteropolimero.
A difusao em alta hidrofobicidade é mais baixa, pois a cadeia deve atingir sua
forma colapsada e lentamente rearranjar-se, difundir pela barreira de energia livre,
para atingir sua forma enovelada.

Com o coeficiente de difusao e energia livre calculados, estimamos o

tempo de enovelamento analiticamente dado pela equagao 1.2. Aqui, utiliza-
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Figura 3.4: Coeficiente de difusao Dy em funcao da temperatura para os regimes
de alta e baixa hidrofobicidade. O grafico do coeficiente de difusao é do tipo
exponencial crescente. O tempo de decaimento da funcao autocorrelacao 7o,
possui comportamento contrario, exponencial decrescente. A temperatura para

cada regime estd normalizada pela temperatura de enovelamento T7%.

mos a forma discreta para a integral dupla com o coeficiente de difusao constante
[33]

23 Q-1
= 3y SE@-F@), (3.3)
D() QZO Q/:O

A soma ocorre até () = 23 pois nao esperamos que o coeficiente de difusao per-
maneca constante para 23 < ) < 28. Nessa regiao, a rede possuiu uma artificia-
lidade e a cadeia nao passa por alguns valores de (). Também, nao é significativo
para a soma total do tempo de enovelamento o tempo que o heteropolimero leva
para sair de ) = 23 para chegar no estado enovelado ) = 28. Isso sera visto com

maiores detalhes nas secoes posteriores.
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Figura 3.5: Comparacao dos tempos de enovelamento obtidos via simulacao de
Monte Carlo (linhas) com os tempos calculados com a equagao 3.3 (pontos) para
os dois regimes de hidrofobicidade. A temperatura para cada regime estda norma-

lizada pela temperatura de enovelamento 7.

A partir da equacao 3.3, obtivemos os tempos de enovelamento que estao
representados pelos pontos na figura 3.5. As linhas s@o os tempos obtidos via
simulagdo de Monte Carlo (veja secao 3.1). Calculamos os tempos de enovela-
mento para alta e baixa hidrofobicidade e para varias temperaturas proximas da
temperatura de enovelamento 7.

Os tempos calculados teoricamente em alta hidrofobicidade sao da ordem
de seis vezes maiores que os calculados em baixa hidrofobicidade. Isso pode ser
explicado pelo fato de o calculo do tempo de enovelamento depender da energia
livre e do coeficiente de difusao. O perfil da energia livre é diferente para os

dois regimes: em alta hidrofobicidade ha uma barreira de energia que aumenta
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o tempo de enovelamento pois a cadeia leva um tempo para atravessa-la; em
baixa, quase nao hé barreira e o enovelamento é mais rapido (veja Figura 3.3).
Também, o tempo de enovelamento é proporcional ao inverso do coeficiente de
difusao. Quanto maior o coeficiente de difusao, menor é o tempo para a proteina
se enovelar. O coeficiente de difusao é maior no regime de baixa (veja Figura 3.4)
o que também explica o fato de, nesse regime, a cadeia encontrar mais rapido o
estado enovelado.

Os tempos de enovelamento tedrico para o regime de alta hidrofobici-
dade concordam com os resultados obtidos por Socci e colaboradores [33]. Os
tempos encontrados para o regime de baixa hidrofobicidade sao qualitativamente
parecidos com os tempos tedricos calculados em alta hidrofobicidade. Ha uma
discrepancia entre os tempos calculados teoricamente com os tempos obtidos via
simulagao. Isso é explicado devido ao fato de utilizarmos um coeficiente de difusao
constante na somatéria da equacao 3.3. Também, a somatoéria é feita na regiao
de colapso, ou seja, ha uma barreira de energia em () = 16 imposta por Socci
[33] com argumentos qualitativos, o que faz com que a somatdéria dos tempos seja
restrita a essa regiao.

Podemos observar que a andlise tedrica baseada nos cédlculos na regiao
de colapso e do funil de energia livre nao estd quantitativamente correta, porém
pode ser usado para analises qualitativas da predicao do tempo de enovelamento
para uma grande faixa de temperatura.

Esperamos obter melhores resultados nas proximas secoes analizando a
importancia dessa barreira e, logo adiante, calcularemos os coeficientes de difusao

em funcao da coordenada de reacao para o calculo dos tempos de enovelamento.

3.3.2 Barreira de energia em () = 23

O critério utilizado por Socci e colaboradores [33] em colocar a barreira
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de energia em () = 16 nao é bem explicado ou investigado quantitativamente
e essa pode ser uma das razoes da discrepancia encontrada entre os tempos de
enovelamento tedrico e obtidos via simulacao.

Realizamos os mesmos calculos para o tempo de enovelamento teorico,
como na se¢ao anterior, mudando apenas a barreira de energia, que agora estd
em () = 23. Fizemos simulagoes para os dois regimes de hidrofobicidade em suas
respectivas temperatura de enovelamento 7. Para essas, fixamos o parametro
de ordem, ntmero de contatos corretos (), para a estrutura inicial e calculamos
os tempos de enovelamento a partir desse () inicial. Medimos o tempo de enovel-
mento médio entre 1000 simulacoes para cada @, no intervaldo 4 < @ < 24. O
resultado é apresentado na figura 3.6.

O critério utilizado para usarmos uma barreira de energia em () = 23 é
bem explicado pela figura 3.6. Nela podemos perceber que para valores de @) até
23 o tempo de enovelamento é praticamente o mesmo comparando com o tempo
de enovelamento 7, para cada regime, no qual 7; = 5.7 X 10° passos de MC em
baixa hidrofobicidade e 7, = 3.3 x 10° passos de MC em alta hidrofobicidade.
A partir de Q = 23, os tempos sao pelo menos duas ordens de grandeza mais
rapidos que 7; para os dois regimes de hidrofobicidade e nao influenciam muito
no tempo total de enovelamento.

Depois de calcularmos os tempos de enovelamento com barreira de
energia em () = 23, comparamos com os tempos obtidos com barreira energética
em ) = 16 (veja se¢@o 3.3.1) e por simulacao de MC os quais estao representados
na figura 3.7. Os resultados para os tempos de enovelamento tedrico com a
barreira de energia em () = 23 oferecem resultados mais precisos que os obtidos
por Socci com barreira em () = 16, apesar de ainda utilizarmos o coeficiente de
difusao constante. Isso porque deve-se levar em conta a soma dos tempos até pelo
menos ) = 23, lembrando que depois disso se espera que o coeficiente de difusao
permaneca constante porque, apos esse ponto, ha o segundo vale de energia livre

onde o enovelamento ocorre constante e direto para o estado enovelado (veja se¢ao
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Figura 3.6: Tempos de enovelamento para alta e baixa hidrofobicidade na tem-
peratura de enovelamento 7. Fixamos o nimero de contatos nativos () para a
estrutura inicial e medimos o tempo de enovelmento médio entre 1000 simulagoes

para cada Q).

3.2). Por isso, somamos ao tempo de enovelamento a contribuigao dos tempos
entre 16 < () < 23.

Apesar disso, o calculo com barreira de energia em ) = 16 se torna
importante pois foi a primeira aproximacao para o calculo analitico dos tempos
de enovelamento. Esse nao estd totalmente errado, pois se considerou a barreira
de energia na coordenada de reagdo em que ocorre a transicao de fase (Q;) da
proteina do estado desenovelado para o estado enovelado (veja Figura 1.3).

Dessa forma, com os gréaficos da figura 3.6 podemos notar que nao preci-
samos calcular o tempo de enovelamento para diferentes ()'s, basta observarmos

qual a regiao na coordenada de reacao que mais contribui para o tempo de eno-
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temperatura para cada regime esta normalizada por 7.
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velamento e, entao, a barreira de energia pode ser posicionada nesse ponto.

3.4 Coeficiente de difusao variado

Nosso intuito é obter os tempos de enovelamento analiticamente através
da equagao 1.2. Nessa equagao, o coeficiente de difusao D depende da coordenada
de reacao @, ou seja, o coeficiente de difusao varia ao longo da coordenada de
reagao (D(Q)). Nas segoes anteriores 3.3.1 e 3.3.2, utilizamos um coeficiente de
difusdo constante para uma primeira aproximagao. Na literatura [33] é calculado
os tempos com coeficiente constante para o regime de alta hidrofobicidade obtendo
uma predi¢ao qualitativa dos tempos de enovelamento.

Para calcular os coeficientes de difusao ao longo da coordenada de reacao,
fizemos novas simulagoes longas adicionando um novo termo ao potencial 2.4
utilizado até aqui em nosso modelo. Esse termo deve garantir que a simulacao
oscile proximo de um certo valor da coordenada de reacao, isto é, garantir que a
cadeia visite certos valores de ) proximos de um @ médio definido [52]. Dessa
forma, podemos calcular um coeficiente de difusao em funcgao desse () médio. O
novo termo é do tipo potencial de mola e o potencial utilizado é entao definido
por

E=NE +N,E, +K[Q—(Q), (3.4)

em que K é a constante de mola, () é a coordenada de reacao da simulacao e
(@) é o valor médio da coordenada de reagdo em torno do qual a simulacao ficard
oscilando. Assim, calculamos o coeficiente de difusao em funcao da coordenada
de reacao média que fizemos a simulacao.

Ja nao ha mais a necessidade de se utilizar uma barreira de energia para o
calculo do coeficiente de difusao. Com o termo de mola, impomos que a simulacao
deve ocorrer proximo do valor médio da coordenada de reacao.

Os possiveis valores para o parametro K foi calculado em [52]. Em
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nossas simulagoes, utilizamos K = 0.08, pois nao queremos que o termo de mola
se sobreponha muito aos outros dois termos nem distorga significativamente o
histograma da coordenada de reacao ja calculado [52]. Esse valor para K torna
o termo de mola do potencial pequeno quando comparado com a energia de
interagao entre os monomeros (1 < |E;,| < 3). A cadeia nao deve oscilar muito
longe de (@), ndo queremos alterar as caracteristicas de nosso modelo.

Para cada (Q) ¢ realizada uma simulagao longa e calculado o coeficiente
de difusdo D(Q) correspondente. Para cada temperatura, sao feitas simulagoes
entre 10 < (@) < 20. Encontrar o coeficiente de difusao fora desse intervalo
se torna dificil pelo fato de que, antes de (@) = 10, (@) esta muito afasto do
pico da gaussiana de distribui¢do dos (Q)’s correspondentes a uma simulagdo
utilizando o potencial 2.4 convencional do nosso modelo, causando uma distorgao
no histograma de energia [52]. Ja para (Q)) > 20, existe um movimento em @) = 23
que leva o heteropolimero para () = 28, seu estado nativo, e entao o coeficiente
de difusao calculado nessa regiao nao seria real devido a esta artificialidade da
rede.

Na figura 3.8 estao representados os coeficientes de difusao em funcgao
da coordenada de reacao calculados para varias temperaturas nos dois regimes
de hidrofobicidade estudados. O célculo do coeficiente de difusao é explicado na
secao 3.3.1 e no apeéndice A.

Podemos observar que o coeficiente de difusao da figura 3.8 varia muito ao
longo da coordenada de reacao. Utilizé-lo constante é uma grande aproximacao
e resulta em apenas analises qualitativas para a predicao do tempo de enove-
lamento. Seu gréfico, em geral, tem a forma de uma exponencial decrescente.
Inicialmente, a proteina atinge o primeiro vale de energia muito rapidamente e
por isso o coeficiente de difusao é alto. Logo apds, a proteina tem que atravessar
uma barreira de potencial e o coeficiente de difusao diminui. Préximo do estado
enovelado, o coeficiente de difusao permanece praticamente constante pelo fato

de que a proteina atinge lentamente esse estado.
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Figura 3.9: Representacao dos coeficientes de difusao em fungao da coordenada
de reacao () para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade na sua respectiva

temperatura de enovelamento 7.

Na figura 3.9 representamos os coeficientes de difusao somente na tem-
peratura de enovelamento para os dois regimes de hidrofobicidade, alta e baixa.
Novamente, observamos que o coeficiente de difusao no regime de baixa hidro-
fobicidade possui valores maiores que o regime de alta confirmando o que ja
observamos nas segoes anteriores. Em baixa hidrofobicidade, o enovelamento
acontece junto com o colapso a medida que a cadeia se enovela. Isso faz com que
a cadeia alcance rapidamente o estado enovelado. J4 em alta hidrofobicidade, a
cadeia sofre um colapso de sua estrutura e lentamente rearranja-se para atingir
seu estado nativo.

Com a energia livre e os coeficientes de difusao em funcao de ) em maos,
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podemos calcular os tempos de enovelamento analiticamente. Utilizamos a forma

discreta da equagao 1.2 substituindo as integrais por somatérias que serd

Qrota Q-1 PFQ)-F(Q)}

i D) >

Tf:

O coeficiente de difusao estd em fungao da coordenada de reagdo, D(Q), e é
incluido dentro da somatéria. Como na equacao 1.2, a soma é entre Qu,s € Qfoia
e que no nosso modelo corresponderd a Qunr = 7 € Qfqq = 16, respectivamente.
Utilizamos @ ¢, = 16 na somatoria, pois calcularemos até a regiao de transicao.

Podemos considerar, nesse modelo, que o tempo de enovelamento é dado
quase que exclusivamente pelo tempo levado pela proteina para atravessar a bar-
reira de energia livre. Depois de ) = 16, o coeficiente de difusao permanece quase
constante (veja Figuras 3.9 e 3.8) e a barreira de energia livre diminui considera-
velmente (veja Figura 3.3). Isso traz para os calculos da somatéria dos tempos
termos que podem ser descartados.

No gréfico da figura 3.10, temos a trajetéria do enovelamento (7(Q))
superposto a energia livre (F [Q]), ambos em fungao da coordenada de reagao
[33]. Observamos que o heteropolimero gasta a maior parte do tempo (cerca de
85% de 71y) difundindo no primeiro vale da energia livre, em @) ~ 7, regidao do
colapso. Quando a barreira ¢ ultrapassada', o enovelamento ocorre rapidamente
(cerca de 0.037y).

Entao, a partir da equacao 3.5, obtivemos os tempos de enovelamento
que estao representados pelos triangulos na figura 3.11. As linhas sao os tempos
obtidos via simulacao de Monte Carlo (veja se¢ao 3.1). Calculamos os tempos
de enovelamento para alta e baixa hidrofobicidade e para varias temperaturas
proximas da temperatura de enovelamento 7.

Utilizando o coeficiente de difusao em funcao da coordenada de reacao,

D(Q), obtivemos resultados para o tempo de enovelamento melhores que os cal-

LA cadeia atravessa e volta a barreira de energia livre intmeras vezes confirmando que a

teoria da difusao é bem aplicada para essa coordenada de reagao.
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Figura 3.10: Estao representados a trajetoria de enovelamento em passos de
MC (7(Q)) no eixo direito e, no esquerdo, a energia livre (F'[Q]). Ambos em
funcao da coordenada de reagao @ [33]. Notemos o aspecto difusivo através da
coordenada de reacao. Cadeia permanece boa parte da trajetéria do enovelamento
no primeiro vale de energia livre tentando difundir pela barreira. Apds a difusao
pela barreira, a cadeia segue direto para o segundo vale de energia livre e atinge

sua forma enovelada.
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Figura 3.11: Estao representados os coeficientes de difusao em funcao da coor-
denada de reagao () para varias temperaturas. No topo, temos o grafico para o

regime de alta hidrofobicidade e, abaixo, para o regime de baixa.
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culados com o coeficiente de difusao constante, tanto com a barreira de energia
em () = 16 quanto com a barreira de energia em () = 23. Isso ja era esperado,
pois como mencionado nas se¢oes anteriores, utilizar o coeficiente de difusao cons-
tante resulta em predicoes qualitativas dos tempos de enovelamento, uma grande
discrepancia com os tempos obtidos via simulagao de Monte Carlo. As simulagoes
sao mais simples de serem implementadas nessa modalidade.

O calculo dos tempos de enovelamento, de acordo com a teoria desen-
volvida por BW [29], deve ser feito com o coeficiente de difusdo em fungao da
coordenada de reagao. O tempo de enovelamento com o coeficiente de difusao
dependente da coodenada de reagao esta mais proximo dos resultados de Monte
Carlo do que os tempos calculados com coeficiente de difusao constante. Com o
coeficiente de difusao dependente, temos uma melhor descricao da dinamica de

enovelamento de proteina.



Capitulo 4

Conclusao

O enovelamento de proteina é um exemplo de reacao quimica que é mais
complexa que as reacgoes de pequenas moléculas. Uma simples generalizagao da
teoria de estado de transicao é desenvolvida e usada para estimar o tempo de
enovelamento para este modelo. Um Hamiltoniano estocastico é utilizado para
estudar uma complexa reagao quimica, uma aplicacao em um modelo simples de
proteina.

Para estudar propriedades moleculares precisamos calcular entropia,
energia livre e energia total do sistema, que sao derivadas da funcao de particao
da mecanica estatistica. Calcular essas quantidades de uma proteina via
simulacao com todos os atomos é quase impossivel, visto que é enorme o grau de
liberdade desse sistema. Neste trabalho, vimos que utilizar um modelo simples
de proteina resolve este nosso impasse. Através da simulagao computacional,
conseguimos calcular com exatidao a funcao de particao do nosso modelo com as
técnicas do histograma de Monte Carlo com o qual obtivemos todas as grandezas
termodinamicas que necessitamos. Apesar da simplicidade do modelo que é muito
distante de uma proteina real, podemos correlacionar seus resultados com os
obtidos experimentalmente e termos uma idéia sobre o enovelamento de proteina.

A cinética do enovelamento pode ser descrita em termos da superficie de

67
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energia. A teoria de superficie de energia se mostrou muito ttil no desenvolvi-
mento das idéias sobre o enovelamento de proteina. Com ela, podemos entender
porque uma proteina possui muitos caminhos de enovelamento ao mesmo tempo
que consegue atingir seu estado enovelado em tempo 1til de exercer sua atividade
metabdlica (Anfinsen versus Levinthal). No caminho do enovelamento através
da superficie de energia, a proteina passa por um funil de estruturas partindo
de uma estrutura inicial desenovelada até alcancar sua estrutura enovelada. A
pergunta que queremos responder é: “Quanto tempo leva esse processo?”.

Utilizando um modelo simples exato aliado a simulagao computacional,
calculamos as médias dos tempos de enovelamento de um heteropolimero com
seqiiéncia e estrutura exaustivamente estudada na literatura. Com esses tempos
obtidos via simulagao, calculamos os tempos de enovelamento através da solugao
da equagao de difusao do tipo Fokker-Plank. Essa equagao, possui solucao para
o tempo de enovelamento o qual é dependente do coeficiente de difusao e da
energia livre do sistema. Também, o enovelamento é fortemente dependente da
temperatura do sistema.

O coeficiente de difusao é fungao de uma coordenada de reagao, no nosso
caso uma coordenada de reacao coletiva do sistema. A cinética do enovelamento
de um modelo de rede simples é bem descrita por uma tinica coordenada de reacao
coletiva sobre uma grande faixa de temperatura. Essa coordenada é suficiente
para descrever a reagao do enovelamento através da superficie de energia e do
funil. Calculamos esses coeficientes de difusao dependente através de simulagoes
longas de Monte Carlo em tempo computacional nao muito grande.

A literatura ja havia calculado esses tempos, porém utilizavam o coe-
ficiente de difusao constante resultando em uma discrepancia com os tempos
obtidos via simulacao. Nesse trabalho, calculamos os tempos com coeficiente de
difusao em funcao do enovelamento, mais precisamente da coordenada de reacao,
sobre uma pequena faixa de temperatura. Constatamos que essa abordagem re-

sulta em tempos mais precisos que os calculados com o coeficiente de difusao
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constante.

Utilizar os coeficientes de difusao em fungao da coordenada de reagao
nos traz uma descricao mais realistica da dinamica de enovelamento de proteina,

ou seja, os tempos tedricos sao mais proximos dos experimentais.
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Apeéendice A

Funcao correlacao

A fungao correlagao sera utilizada para obtermos o tempo de autocor-
relagdo da coordenada de reagao @) (nimero de contatos nativos) para calcular o
coeficiente de difusao. Para isso, fazemos simulagoes longas a fim de vizitarmos
todo o espaco conformacional. No nosso caso especifico, uma barreira de energia
foi imposta para restringirmos o espago conformacional a regido de colapso [33].

A dinamica é feita através do algoritmo de Monte Carlo com movimentos
locais até um tempo maximo (7q). Nossas simulagoes foram feitas até
Tmaz = 1.0 x 107 passos de MC. Isso porque Tpgs >> 7f, cerca de 1000 vezes
maior. Apds a termalizacao do sistema, para cada passo de MC ¢ anotamos a
coordenada de reacdo Q(t) corresponde. Para o cdlculo da func¢ao correlagao,

utilizamos

QO + ) — Q)
Cld) = o — @y (A1)

A figura A.1 mostra os graficos em escala log-log obtidos para varias
temperaturas nos dois regimes estudados: alta e baixa hidrofobicidade. Nesse
caso, a barreira de energia imposta estd em ) = 16, ou seja, foi considerado
qualquer configuragao com () < 17 na regiao de colapso. Podemos observar que o

decaimento é multi-exponencial com um rapido decaimento seguido de um lento
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10° =

temperatura
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Figura A.1: Funcao correlacao para varias temperaturas plotado em escala log-
log. No topo, temos o regime de alta hidrofobicidade e, abaixo, regime de baixa.

A medida que a temperatura diminui, o tempo de correlacao aumenta.
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e longo decaimento. O decaimento final, a regido abaixo de Co(A) = 1071, é
devido ao erro inerente ao calculo da funcao correlacao em tempos muito longos.
Com a diminuicao da temperatura, os tempos de correlacao aumentam.

Para uma determinada temperatura, uma funcao com 3 exponenciais foi

ajustada ao grafico da figura A.1. Utilizamos a expressao
y(z) = Aje™ M 4 Aye™/%2 4 Age/a3 (A.2)

para o ajuste. O primeiro termo exponecial domina o ajuste em 70%, o segundo

em cerca de 20% e o terceiro em 10% os quais se referem aos termos A, A, e

As, respectivamente. Os expoentes sao utilizados para o calculo do tempo de
9

autocorrelagao de acordo com
Teorr = Alal + A2a2 + A3(13. (Ag)

Estes calculos foram feitos para varias temperaturas nos casos de alta
e baixa hidrofobicidade como mostra a figura A.1 no qual foi utilizado para o

calculo do coeficiente de difusao.
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