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RESUMO

Neste trabalho, foi utilizado o método de crescimento de cadeias com o objetivo de
analisar o empacotamento e enovelamento das cadeias crescidas.

O método de crescimento de cadeias usado aqui, consiste em gerar cadeias, que sdo
formadas por um codigo de 3 letras, numa rede cubica tridimensional de 27 monomeros
ligados covalentemente. Os potenciais utilizados constam de uma parte sempre atrativa
relacionada aos contatos de tipos iguais (cti) e uma parte (@) que pode ser atrativa, neutra e
repulsiva relacionada aos contatos de tipos diferentes (cfd).

O método de crescimento de cadeias mostrou ser eficiente somente para potenciais

repulsivos nas interagdes ndo nativas. A heterogeneidade entre as interagdes tem um valor

minimo (&> 0) para que o método cresga cadeias nativas.

Nossos resultados mostram que no regime onde o principio da segregagdo €
notadamente ndo satisfeito (potenciais neutro e atrativo): a cadeia jamais cresce em dire¢do
a conformagao nativa.

Pequenas mutagdes que geram alguns contatos frustrados (energia alta) impedem,
por completo, a obtengdo do estado nativo da seqiiéncia mutada, sugerindo que o método ¢
eficiente para seqii€ncias otimamente desenhadas.

O método é adequado para enovelamento que ndo sdo precedidos por colapso
hidrofobico. Potenciais altamente atrativos podem induzir a cadeia ao colapso seguido de
um enovelamento lento. O método de crescimento de cadeias ndo reproduziu, nesse

trabalho, esse comportamento.
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CAPITULO 1

1.1. Introducgdo

A maioria da matéria organica nas células vivas consiste de quatro tipos de
compostos orgéanicos: carboidratos (cujo papel é fundamentalmente energético), lipidios
(que funcionam como reserva energética e formam os hormoénios esterdides), acidos
nucléicos (que controlam a atividade da célula, sua divisdo e heranga) e proteinas (com
papéis estrutural e enzimatico); além destes, também existem os compostos inorganicos
agua e sais minerais(Lehninger, 1985). Em relag@o as proteinas existem trés tipos: fibrosas,
membranas e as globulares. As proteinas fibrosas servem principalmente para papéis
estruturais; as proteinas de membranas mediam a troca de moléculas e ihformac;ﬁo atraveés
das fronteiras celulares; as proteinas globulares representam a maior classe das proteinas e
aglomeram para conformag¢des compactas (Chan & Dill, 1993). Estas ultimas sdo as de
interesse no atual projeto, que serdo estudadas através de modelos de rede.

Proteinas sdo cadeias longas de aminoacidos unidas por ligagoes peptidicas (amida),
com um grupo amina contendo nitrogénio carregado positivamente em uma extremidade e
um grupo carboxila carregado negativamente na outra extremidade (Figura 1.1.a). A cadeia
¢ composta por varios grupos laterais (R) diferentes que correspondem a cada um dos 20
aminoacidos (Figura 1.1.b). A seqiiéncia de aminoacidos é chamada de estrutura primaria
de uma proteina, sendo ela quem determina como uma proteina se enovelara na sua
conformagdo tridimensional para desempenhar sua fungdo bioquimica unica (Campbell,
2000). No estudo das proteinas, o problema do enovelamento de proteinas ¢ um dos
problemas que desperta bastante interesse e € 0 que passaremos a discutir abaixo.

(a) cadeia lateral (b)e\minm‘lai.(i? ke i Aminoicido n' 1 Aminodcido n+2

e 000

i’

li'ga(;(‘)es peptidicas™

oo

SIYPO MM gmpu carboxila
Figura 1.1. (a) Representagdo do aminodcido isolado, contendo um carbono alfa(Cg ) ligado a um
dtomo de hidrogénio (H), ao grupo lateral (R), ao grupo amina (NHj) e ao grupo carboxila
(COOH). (b) Cadeia polipeptidica, com a ligagdo peptidica entre os aminodcidos.
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1.2. O problema do enovelamento de proteinas

O enovelamento de proteinas ¢ um dos problemas centrais em fisica bioldgica.
Envolve aspectos de biologia, quimica, bioquimica, ciéncia computacional, fisica de
polimeros(Pande et al., 2000). O problema do enovelamento de proteinas é predizer a
estrutura tridimensional compacta a partir da seqiiéncia de aminoacidos (Chan & Dill,
1993), ou seja, da estrutura primaria. A compreensdo do problema do enovelamento de
proteinas € de grande importincia no desenho de novas proteinas com fungdes especiais;
em decodificar a informagdo genética obtida pelo Projeto Genoma Humano; em desenhar
novas drogas; na compreensdo de varias patologias (Yon, 2001) e em tentar entender as
estruturas e fungdes de milhares de seqiiéncias de proteinas que estdo sendo descobertas em
laboratoérios tecnologicos.

Os objetivos deste trabalho s@o:

_ Estudar o problema do enovelamento de proteinas através do método de crescimento de
cadeias numa rede cubica tridimensional.

_ A utilizagdo de potenciais com um termo sempre atrativo e outro termo dependente do
tipo de mondmeros em contato, podendo ser este ultimo termo atrativo, neutro ou
repulsivo. Tais potenciais podem revelar os mecanismos envolvidos no enovelamento de
proteinas.

Para compreendermos melhor o problema do enovelamento, precisamos entender

(mas ndo necessariamente) como ocorre a sintese de proteinas.

1.3. Sintese de Proteinas

A sintese de proteinas € um processo que requer ribossomos, RNA mensageiro
(mRNA), RNA de transferéncia (tRNA) e varios fatores protéicos (Campbell, 2000). A

sintese de proteinas depende de 4 etapas importantes (Figura 1.2).
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/Ativagdo do Aminoacido

\J
Iniciagdo da cadeia

\J
'Alongamento da cadeia

Repetidas
muitas vezes

L =L =t =l =L b =3 =f =F =3 b -

Terminagao da Cadeia

Figura 1.2. Fluxograma mostrando as quatro etapas da sintese de proteinas.

Abaixo descrevemos sucintamente cada uma das etapas da sintese de proteinas.

1*.) Ativagdo dos aminoacidos: Antes que um aminoacido possa ser incorporado na cadeia,
ele deve ser ativado. O processo de ativagdo dos aminoacidos ocorre quando cada um dos
20 aminoacidos esta ligado covalentemente a um RNA de transferéncia (tRNA) formando

um aminoacil-tRNA, que é uma enzima.

2*) Iniciagdo da cadeia: O RNA de transferéncia (tRNA) é ligado ao RNA mensageiro
(mRNA) que forma um par de bases com um cdédon no RNA mensageiro (mRNA);

indicando o inicio da cadeia.

3") Alongamento da cadeia: O ribossomo move-se ao longo do RNA mensageiro (nRNA)
e a proteina cresce a medida que novos aminoacidos s3o incorporados a cadeia. O processo

de alongamento da cadeia repete-se até que a cadeia esteja completa.

4".) Terminagdo da cadeia: O término da cadeia, que é sinalizado por um coédon de término,

no RNA mensageiro, € seguido por sua liberagdo do ribossomo; promovida por fatores de
liberagdo.

Podemos mostrar mais explicitamente essas etapas através da Figura 1.3.
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cédorl no mRNA Movimento do ribossomo

anticc’n{on

carrefgar:ilgcom. NH, f ' NH; {; ﬁ_[
I..'J. Q@ @ ! .’ 3

N " . . . 4 &
aminoacido % oy

COOHg

H{d

Figura 1.3. Esquema ilustrativo das etapas da sintese de proteinas.

Explicado como ocorre o crescimento da cadeia polipeptidica através da sintese de
proteinas, passamos a descrever o crescimento de cadeias utilizando simulagdo
computacional, conforme descrito mais detalhadamente abaixo.

O algoritmo de crescimento de cadeias utilizado neste trabalho gera estruturas de
proteinas em rede adicionando ligagGes entre mondmeros até que o comprimento final da

cadeia seja atingido.

1.4. Descri¢@o do modelo utilizado

O modelo utilizado consiste em gerar cadeias numa rede cubica tridimensional de
27 monomeros ligados covalentemente (por ligagdo de comprimento fixo 1(um)), cuja
sequéncia de residuos de aminoacidos (Socci et al, 1997) é formada por um codigo de trés

letras (A, B ou C), sendo dada por:
ABA BBB CBA CBA BAB ACA CBA CAA CAB

A cadeia ¢ crescida fixando o primeiro e o segundo mondmeros, constituindo assim
sua primeira ligagdo (Rosenbluth & Rosenbluth, 1955). Cada cadeia continua a ser

crescida com o terceiro mondmero numa diregdo escolhida e a cada passo do processo de
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crescimento de cadeias € determinada a probabilidade de transi¢do Px(B) da configuragdo A

dada por:

Pr(B) = exp (-B*En) (1.1)
onde 3 é o inverso da temperatura e £, € a energia da configuragdo A, sendo
EA(p)= Ea(p-1) + u; onde u € a energia de interagdo do ultimo mondmero crescido com os
demais e E(p-1) € a energia da configuragdo até o passo p-1 do processo de crescimento. A

probabilidade P; é a referente a do sitio a ser colocado e é normalizada da seguinte forma:

o~ BuR+])

P

3 Szre-ﬁu(ﬁ+fj)

i=1
onde 1 i j = 1,2,3 sdo as trés diregdes de crescimento paralelas aos eixos x, ye ze S;€ o

numero de possibilidades de crescimento correspondente ao nimero de sitios vazios
localizados nas vizinhangas do vetor R, que descreve a posigdo da cadeia até o passo
anterior.

A probabilidade de transi¢do (Gan et al, 2000) que usamos aqui favorece diregdes
de crescimento com contatos de baixa energia, a qual gera configuragdes de cadeias abertas
e compactas, dependendo da temperatura.

O potencial é uma das variaveis determinantes para entender como o sistema se
comporta. Um exemplo disso é que dependendo do potencial utilizado, obtemos uma maior
ou menor quantidade de estados nativos, ou ainda, nio obtemos estados nativos. O objetivo
€ encontrar um potencial que favorega estados compactos, motivando a cadeia enovelar. O
potencial que utilizamos € composto por uma parte atrativa fixa (-3) e uma parte (@) que

varia de -3 a +3, sendo assim a formula matematica para o potencial é dada por:

=-3*cti + a*ctd
onde:
cti: nimero de contatos de tipos iguais;

ctd: nimero de contatos de tipos diferentes.
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A estrutura nativa dessa seqiiéncia é uma configura¢do na forma de um cubo unico
e ja foi estudado anteriormente por outros métodos de simulagdo (Socci et al, 1997). Por
essa razdo, o estado nativo (um dos 103346 estruturas cubicas possiveis) é conhecido; dai
ser possivel escrever o potencial como uma soma entre contatos de tipos iguais (cti) e
contatos de tipos diferentes (ctd).

Os contatos de tipos iguais ocorrem entre mondmeros com o mesmo codigo de

letras, por exemplo, A com A. Ja os contatos de tipos diferentes ocorrem entre mondmeros

com codigos de letras diferentes, por exemplo, A com B. Para um mondmero ser vizinho
(ou seja, estar em contato) de outro mondomero, a distdncia entre eles deve ser um
(parametro de rede).

A probabilidade de transigdo, da Equagdo (1.1), juntamente com o potencial, da
Equagdo (1.3) e o codigo de letras da seqiiéncia de mondmeros serdo os ingredientes

necessarios para o processo de crescimento da cadeia (Figura 1.4).
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Inserlndo o mondmero 3 Para inserir a particula 3 na cadeia, temos 5 sitios desocupados(1,
: 3, 4, 5, 6) e consequentemente sem vizinhos, assim, a escolha do
sitio a ser ocupado ¢ aleatoria porque temos iguais probabilidades
normalizadas, P[sitio]. O sitio 2 ndo pode ser ocupado pois viola a
- o= condigdo de volume excluido. Supondo que foi escolhido
st aleatoriamente o sitio 1 para particula 3. Para normalizarmos a

6. " ; probabilidade Py, [sitio] ndo normalizada fazemos:
: P[sitio] =P [sitio] / (P, [1]+P, [3]+P, [4]+P, [5]+P, [6]).

Inserindo 0 monémero 4 n) . ] .
pies Para inserir a particula 4 na cadeia, temos 5 sitios

T 9 desocupados (1, 3, 4, 5, 6) e consequentemente sem vizinhos,

1 assim, a escolha do sitio a ser ocupado € novamente aleatoria
« . porque temos iguais probabilidades normalizadas, P[sitio].
e o i boerad ° Supondo que foi escolhido aleatoriamente o sitio 3 para
particula 4.

L4

Inserindo o0 monémero 5

Para inserir a particula 5 na cadeia, temos 5 sitios
desocupados (1, 2, 3, 5, 6); neste caso como existem sitios
com e sem vizinhos, dependendo do potencial e do codigo de
letras e escolhida a maior probabilidade normalizada dentre
os cinco sitios, P[sitio] e também e gerado um namero
aleatorio, num_aleat. Se num_aleat < P[sitio] e escolhido
“sitio” para o quinto mondmero (Metropolis et al, 1953),
sendo a escolha ¢ feita aleatoriamente, como foi feito para o
terceiro e quarto mondmeros. Procedimentos analogos sdo
adotados para os demais mondmeros a serem inseridos na
cadeia proteica, conforme mostrado no fluxograma do
programa utilizado, (Figura 1.5).

Figura 1.4. Ilustra¢do de um crescimento de cadeia numa rede ctbica tridimensional.

O calculo da maior probabilidade de transi¢do (P[sitio]), quando existem sitios com
e sem vizinhos, conforme mostrado na Figura 1.4., depende do potencial utilizado ((-3, @)
da Equagdo (1.3)) e do codigo de letras (A, B, C) para os monomeros em contato. Por
exemplo: para o mondmero 5 na Figura 1.4, os sitios 1, 3, 5, 6 ndo possuem nenhum
vizinho (todos com probabilidade normalizada P[1] = P[3] = P[5] = P[6] = a); ja o sitio 2
do mondmero 5 tem um vizinho, no caso 0 mondmero 2, sendo P[sitio 2] =b.

Se o potencial utilizado for (-3, a positivo), podemos ter:

Os mondmeros 5 e 2 com o mesmo codigo de letras, entdo a <b e P[sitio] =b, ou
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os mondmeros S e 2 com codigos de letras diferentes, entdo a > b e P[sitio] = a. A seguir é
feita a comparagdo entre o nimero aleatoério e P[sitio], conforme mostrado na Figura 1.4.

Se o potencial utilizado for (-3, a negativo), entdo sempre a < b e portanto
P[sitio]=b.

Os procedimentos descritos acima, sdo as bases do programa de crescimento de
cadeia e para uma descrigdo mais pormenorizada deste programa — totalmente desenvolvido

para o atual projeto — sera mostrado seu fluxograma (Figura 1.5).

)‘

Para um residuo r

Existe sitios desocupados?
Nao§ : Sim
<€—— Armadilhas Dos sitios desocupados existe algum
com vizinho? _
Nao | Sim

Escolha aleatoria do sitio a ser  Obtém-se probabilidades dos sitios
ocupado pelo residuo ou desocupados P[s], por exemplo
configuragdo esta armadilhada  P[sy], P[s2]. P[s3].

r=r+1

Escolhe o sitio ’(si) que estd “desocupado™ e
tem maior pmt_)labilidade, por exemplo P[s;]..

J

I
S

Aceita sitio  Sim e
<« <=—=——____Numero aleatorio < P[s,]? B—
desocupado s,. 1‘-———1-__.—_— [S? —
... ¥Nao
Colocar probabilidades em ordem decrescente,
por exemplo P[s>] > P[s3] > P[s;].
Siiit ___¥Ndo
P i ::__'*ﬂznie_r_'-l_glealdriu < P[s]+P[s; [T ——=—
STNONNgNgGesn
~——1Ntmero aleatorio < P[s,]+P[s;]+P[s;]7-—=~

e SRS i

Aceita sitio
desocupado s3.

Aceita sitio desocupado s,.

<

Figura 1.5. Fluxograma para probabilidade de escolha de um sitio a ser ocupado por um
residuo r, no programa de crescimento de cadeia.
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1.5. A importancia dos modelos em rede

O método de crescimento de cadeia empregado neste trabalho ocorre numa rede
cubica tridimensional. Progressos no campo de enovelamento de proteinas tem sido feito
pela combinag@o de experimentos e simulagdes. Um importante componente para o estudo
do enovelamento de proteinas é a extensiva simulagio Monte Carlo (MC) baseada em
modelos em rede, devido ao seu tratamento simples (Duan & Kollman, 2001); ja que
modelos no espago continuo (fora da rede), normalmente, requerem uma grande quantidade
de tempo computacional. O modelo em rede desfruta de uma extensa aplicagdo e contribuiu
bastante para a compreensdo dos mecanismos do enovelamento de proteinas. Quando
cuidadosamente parametrizado (por exemplo, utilizando potenciais estatisticos), os modelos
em rede podem ser aplicados para a predigdo de estruturas e podem fornecer resultados
estimulantes.

As vantagens de se utilizar modelos em rede s3o varias. Empregando modelos em
rede € possivel enfocar questdes chaves como a natureza da barreira de transigdo num
caminho em dire¢do ao estado nativo, cenarios do enovelamento; fatores facilitando ou
correlacionando com o enovelamento rapido e a dependéncia do tempo de enovelamento t.
como comprimento da cadeia. As simulagdes em rede sdo usadas também para ilustrar e
complementar conclusdes gerais de tratamentos mais fenomenologicos' do enovelamento
de proteinas baseado, por exemplo, na teoria da energia de landscape (Duan & Kollman,
2001). Os modelos em rede tém sido aplicados para explorar problemas complementares,
tais como enovelamento de proteinas em membranas, desnaturagio e reenovelamento de
proteinas adsorvidas, agregacdo de proteinas e ligantes de proteinas (Duan & Kollman,
2001).

Ha semelhangas e diferengas entre o método de crescimento de cadeias utilizado
neste trabalho e as simulagdes tradicionais de Monte Carlo. A seguir, na Tabela 1.1,

destacamos algumas analogias entre estes dois métodos de simulagdo na rede.

! destinado ao entendimento das bases fisicas governando o processo de enovelamento de proteinas.
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Grandezas e proce-
dimentos utilizados

Simulagdo
tradicional MC

Crescimento
de cadeia

Tempo (1 Passo Monte
Carlo PMC)

1 PMC = |1 movimento
completo na cadeia

1 PMC = | cadeia
crescida com 27
monomeros

Armadilhas

Energéticas

Topoldgicas

Movimentos

3 Tipos: canto, ponta e
manivela

Insercdo de um mono-
mero apds o outro

Medidas de
grandezas fisicas

Apoés movimento
completo na cadeia

Apos cadeia
crescida

6

N

AVA
AVAYAY

7 I.II‘IeSp e

Tabela 1.1. Analogias entre simulagdes tradicionais Monte Carlo na rede e o0 método
de crescimento de cadeias.
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CAPITULO 2 - RESULTADOS

Crescemos varias cadeias de 27 monOmeros até ser obtida a conformagdo nativa,
formada por 28 contatos entre monémeros de tipos iguais, cuja seqiiéncia de residuos de

aminodcidos (que contém um codigo de trés letras: A, B e C) sdo mostradas na Figura 2.0.

Conformacdo nativa: cti = 28; ctd = 0
I.’CI‘J

ABA BBB CBA CBA BAB ACA CBA CAA CAB

Figura 2.0. Conformagao nativa e sua seqiiéncia de residuos de aminoacidos utilizadas
neste trabalho.

O processo de crescimento de cadeias foi realizado em trés etapas:

a) Resultados I — Foi utilizada trés diferentes temperaturas com um unico potencial,
formado por uma parte atrativa (-3) e uma parte repulsiva (a = +3), até obter 100 cadeias

nativas.

b) Resultados II — Para verificar a influéncia de diferentes potenciais no processo de
crescimento de cadeias, fixamos a parte atrativa (—3) e variamos a outra parte do potencial
(a de -3 a +3); utilizamos apenas a temperatura 7 = 1,9 durante um intervalo de tempo de

2x10° Passos Monte Carlo (PMC).
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c) Resultados III — Para analisar a importdncia de se ter seqiiéncias otimamente
desenhadas no processo de crescimento de cadeias sdo feitas duas mutagdes (trocas de
letras, por exemplo A por C) na seqiiéncia de residuos, para trés temperaturas durante
2x10° Passos Monte Carlo (PMC).

Em cada etapa, informamos os detalhes utilizados na simulagdo e as respectivas

grandezas empregadas para a analise do comportamento do crescimento das cadeias.

2.1. Resultados I - Simulacio utilizando um inico potencial

2.1.1. Introdugdo

Nesta etapa foram crescidas cadeias (com 27 mondmeros) até ser obtida a
conformagio nativa durante um intervalo de tempo de 2x10° Passos Monte Carlo (PMC).
Este processo € repetido 100 vezes para trés valores de temperaturas (7) diferentes: 7= 2,1
(unidades de kg™), T=1,9e T=1,7.

O potencial utilizado (detalhado no Capitulo 1) é formado por uma parte atrativa
(-3) relacionada aos contatos de tipos iguais (ou seja, contatos entre mondmeros com o
mesmo codigo de letras, por exemplo, A com A) e uma parte repulsiva (+3) relacionada aos
contatos de tipos diferentes (ou seja, contatos entre mondmeros com codigo de letras
diferentes, por exemplo, A com B). A expressdo geral para o potencial, neste caso, ¢ dada
por:

u=-3*cti +3*ctd 2.1)
onde:
cti: nimero de contatos de tipos iguais;
ctd: numero de contatos de tipos diferentes.
Cada contato ocorre quando dois mondmeros, ndo consecutivos, s30 primeiros

vizinhos, ou seja, a distancia entre eles tem valor 1,0 (pardmetro de rede).
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Com o potencial acima a cadeia sempre enovelou, ou seja, alcangou a conformagio
nativa, totalizando 100 conformagdes nativas e para verificar detalhes deste enovelamento

utilizamos duas grandezas:

e O instante (PMC) em que cada uma das 100 cadeias enovelou. Esse “instante”
significa 0 nimero de cadeias que tiveram que ser crescidas para atingir uma

conformagdo nativa.

A quantidade de armadilhas topologicas de cada cadeia até atingir a conformagéo

nativa.

A seguir, mostraremos em maiores detalhes os resultados de cada uma das duas grandezas

acima.

2.1.2. Tempo de sucesso de enovelamento para as 100 conformagdes

nativas

Os tempos de sucesso de enovelamento (t.) para cada uma das 100 conformagdes

nativas sdo mostrados na Figura 2.1. para trés temperaturas diferentes.

=21 =19
5x10- 5x10, 5x10
10°

1040 20 40 60 80 1001d

Numero de cadeias nativas

Figura 2.1. Tempo de sucesso de enovelamento para a cadeia enovelar, em trés temperaturas diferentes.
As linhas horizontais s¢lidas representam a média do tempo de sucesso de enovelamento. Tempo de
sucesso de enovelamento significa 0 nimero de cadeias crescidas.

10¢(:r 20 40 60 80 100

0 20 40 60 80 100

Tempo de sucesso de enovelamento (f )
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Pela Figura 2.1., notamos uma dependéncia crescente entre o tempo (PMC), para a

cadeia atingir o estado nativo, a medida que diminuimos a temperatura.

a) T = 2,1: Para esta temperatura, o menor tempo de sucesso de enovelamento foi de
3,8x10* PMC, o tempo médio (<t=>) ficou em torno de 6,1x10° e tempo méximo em
2,9x10” PMC. Nesta temperatura, o erro do valor médio' (E,m) representa 10,0% do tempo

médio de sucesso de enovelamento.

b) T = 1,9: Neste caso, tivemos o tempo minimo de sucesso de enovelamento foi de 2,2x10°
PMC, ja <t> ficou ao redor de 1,3x10” e tempo méaximo em 5,5x10” PMC. Nesta
temperatura, o tempo médio de sucesso de enovelamento foi 2,1 vezes maior comparado ao
tempo médio na temperatura 7' = 2,1. O erro do valor médio (E\m) representa 8,0% do

tempo médio de sucesso de enovelamento.

¢) T = 1,7: Nesta temperatura, o menor tempo de sucesso de enovelamento ocorreu em
8,7x10* PMC, <f> ficou em 4,4x10 ¢ o tempo maximo em 1,9x10° PMC. Neste caso, 0
<t> foi 3,4 vezes maior quando comparado ao tempo médio em 7= 1,9 e 7,2 vezes do que
em I'=2,1. O erro do valor médio (E.m) representa 9,3% do tempo médio de sucesso de

enovelamento.

Na temperatura intermediaria (7=1,9), <t> ndo é tdo pequeno como em 7=2,1 nem

=19
vm

T=21
vm

T=17
< Evm <

tdo grande como em 7=1,7. Com F , a temperatura 7'=1,9 é a que
fornece o menor erro no calculo dos tempos de enovelamento. Interessante notar que esta é
exatamente a temperatura de enovelamento obtida pelo método Monte Carlo ja usada

(Socci et al, 1997).

' Por definigdo, temos que o desvio padrio (o) mede a dispersio das medidas com relagio ao valor médio;
Em, mede o erro do valor médio, sendo £y, = o/ Jn,sendon =100

14
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No intervalo de temperatura estudado, notamos que quando a temperatura diminui,
os tempos médios de sucesso de enovelamento aumentam, sendo estes respectivamente:
6,1x10%, 1,3x10” e 4,4x10, ou seja, o enovelamento da cadeia na conformagdo nativa se
torna, em média, mais lento com a diminui¢do da temperatura. Para baixas temperaturas
(em 7= 1,7), o processo de enovelamento envolve superar barreiras energéticas E;, (Gutin
et al, 1996) acarretando um maior tempo de sucesso de enovelamento t., sendo £, ~ e BT,
A medida que a temperatura aumenta, a energia térmica permite superar as barreiras; assim,
o tempo de sucesso de enovelamento diminui. Em temperaturas muito altas, os tempos
voltam a crescer devido a baixa estabilidade do estado nativo (resultados nio mostrados),
conforme resultados encontrados em outros trabalhos (Creighton, 1995) que empregaram o
método Monte Carlo usual. Os tempos de sucesso de enovelamento (minimos, médios e

maximos) estdo de acordo com os tempos de sucesso de enovelamento obtidos em

simulagdes tradicionais Monte Carlo na rede (Creighton, 1995).

Determinado a ordem de grandeza do tempo de sucesso de enovelamento para cada
uma das 100 conformagdes nativas em trés temperaturas diferentes, passamos a observar a
quantidade de armadilhas topologicas encontradas no processo para se atingir a

conformagdo nativa.

2.1.3. Namero de armadilhas topoldgicas para as 100 conformacgdes

nativas

Até ser obtida cada uma das 100 cadeias nativas, ocorreram muitas conformagdes
proibidas, chamadas de armadilhas topologicas, ou simplesmente, armadilhas. Essa
grandeza pode avaliar, em parte, como ocorreu o crescimento das cadeias. Entendemos por
armadilha (Rosenbluth & Rosenbluth, 1955) cada vez que a cadeia tentou crescer e ndo
conseguiu, pois ficou presa num “labirinto” sem ter alternativa de dire¢do de crescimento

(Figura 2.2.), pois isto violaria a condi¢@o de volume excluido.
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Figura 2.2. Esquema (em 2D) ilustrando o término do crescimento de uma cadeia em N=16,
pois para N >16, ndo ¢ mais possivel crescer a cadeia, entdo uma nova cadeia é gerada a partir
de N=3.Essa conformac¢do mal sucedida ndo é considerado um Passo Monte Carlo.

Medimos o nimero de armadilhas para cada uma das 100 cadeias nativas geradas,
como mostrado na Figura 2.3. O nimero de armadilhas é dado pela soma das armadilhas

até atingir a conformag@o nativa.
1@‘ 1@" T=1|g 16"

§1051 10°4 10°4..
100 T 11 1 o, ] 1zl o

3 -
§1031 T el © 10

@ 104 ' 10%

\ 1 1
10520 40 60 80100 0 20 40 60 80 100 "
Numero de cadeias nativas
Figura 2.3. Quantidade de armadilhas até ser atingido o estado nativo.
Ao diminuir a temperatura, observamos um maior nimero de armadilhas. As retas horizontais
representam o numero médio de armadilhas.

0 20 40 60 80 100

Notamos que a quantidade de armadilhas varia com a temperatura e para deixar isto
mais claro, serdo expostos os valores minimos, médios € maximos em cada uma das trés

temperaturas utilizadas.

a) T=2,1: Para esta temperatura, o nimero médio de armadilhas ficou em torno de 4,0x10°
armadilhas. O menor e o maior nimeros de armadilhas foram respectivos 2,9x10" e

1,8x10*
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b) T=1,9: O menor niimero de armadilhas foi 1,2x10? e o maior niimero 3,5x10% ja o
nimero médio de armadilhas foi de 8,6x10°. Nesta temperatura, o numero médio de
armadilhas foi 2,2 vezes maior comparada a temperatura 7= 2,1. Obtemos os valores, 2,1 e
2,2, respectivamente para o tempo médio de sucesso de enovelamento e o nimero médio de
armadilhas quando comparamos 7' = 1,9 com 7 = 2,1, ou seja, praticamente a mesma

proporg¢ao entre estas duas grandezas.

¢) T=1,7: O menor nimero de armadilhas foi de 5.4x10', 0 nimero médio ficou em 2,8><104
e o maior nimero de armadilhas foi de 1,2x10°. Nesta temperatura, o nimero médio de
armadilhas foi 3,2 vezes maior quando comparada com 7 = 1,9 e 7,0 vezes maior do que
em 7'=2,1. Ao compararmos os tempos médios de sucesso de enovelamento e o nimero de
armadilhas em 7= 1,7 e 7= 1,9 obtivemos 3,4 e 3,2; ja para 7'= 1,7 e T'= 2,1 obtivemos
7,2 e 7,0, ou seja, aqui também maior tempo médio de sucesso de enovelamento leva a

maior quantidade de armadilhas praticamente na mesma proporgao.

Na temperatura intermediaria (77 = 1,9) o nimero de armadilhas também ¢
intermediario comparado com as outras duas temperaturas, além de grande parte das
armadilhas ficarem mais proximas do valor médio, conforme percebemos observando o

erro do valor médio (£y) em relagdo ao nimero médio de armadilhas, sendo

E§;L9(= 8,0%) < E{j”(: 9,3%) < E{,;z’l(z 10,0%), estes sdo exatamente 0s mesmos

valores de E.n, em relagdo aos tempos médios de sucesso de enovelamento.

Observamos que tanto na temperatura mais baixa como na mais alta, as oscilagdes
no numero de armadilhas aumentam; ja na temperatura intermediaria (7 = 1,9) essas
oscilagdes diminuem, conforme mostrado pelo erro do valor médio (E.n). Os valores
médios aumentam com a diminui¢do da temperatura, ou seja, existem mais armadilhas

“topologicas” para a cadeia quando a temperatura diminui.

Com o objetivo de complementar os resultados da segdo 2.1 (Resultados I) — onde o

potencial foi fixo em (-3,+3) — e observar o efeito da variagdo dos potenciais no processo de

17
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enovelamento das cadeias polipeptidicas, foi utilizado outros potenciais no qual fixamos a
parte relativa aos contatos de tipos iguais (cf/) em -3 e variamos a parte relativa aos

contatos de tipos diferentes (ctd) de -3 a +3.

2.2. Resultados II - Influéncia dos potenciais no processo

de crescimento de cadeias

2.2.1. Introdugdo

Na se¢do anterior 2.1 (Resultados I), o critério de encerramento da simulagdo €
satisfeito quando eram obtidas 100 cadeias nativas. Agora mudamos este critério fixando o
tempo de simulagio em 2x10° PMC, ou seja, crescemos 2x10° cadeias e observamos como
estd o empacotamento destas cadeias (com 27 mondmeros) na temperatura 7 = 1,9. O que
se pretende é um estudo conformacional em diferentes regimes de compactag@o induzida
pelos potenciais. Investigamos que tipos de conformagdes sdo preferencialmente geradas a
medida que o termo do potencial o (entre contatos de tipos diferentes) varia entre o
extremo da atra¢do —3, que tornaria a cadeia um homopolimero € o outro extremo +3, que
pode induzir a segregacdo de monomeros de tipos diferentes.

As grandezas fisicas utilizadas neste novo conjunto de simulagdo foram:

o numero de armadilhas topologicas em fun¢do dos varios potenciais, apresentados

abaixo;

a porcentagem de conformagdes maximamente compactas (CMC) e a porcentagem

de conformagdes ndo maximamente compactas (ndo CMC) para varios potenciais;

raio de girag¢@o para as CMC e para as ndio CMC ;

distancia ponta a ponta para as CMC e para as ndo CMC.

O potencial empregado, neste caso, é constituido por uma parte atrativa fixa (-3)

relacionada aos contatos de tipos iguais (cf/) e uma parte que varia de -3 a +3 (ou seja, -3, -
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2, -1, 0, 1, 2, 3), relacionado aos contatos de tipos diferentes (ctd), conforme mostrado na

Figura 2 4.

Ajtemcti=1 (A ectd=1(Bg)
B,temcti=1(Bs)e ctd=1(C,,)
Astemcti=1 (A e ctd=0

Agytemceti=0e ctd=3 (B, C5 Byy)

A24 temcti=0e C'fdz | (B_‘!'_,r)
Css, Ay, Byytemos cti = ctd =0

e - o

A Ay
Figura 2.4. Cadeia de 27 mondmeros numa CMC formada por um codigo de 3 letras (A, B,
C), cujas posigoes sido dadas pelos indices nas letras. Para um mondmero estar em contato
com outro, a distancia entre eles deve ser 1,0 (parametro de rede) e ambos ndo podem ser
consecutivos (como 1 com 2; 3 com 2 e 4, ou seja, ligados pela linha rosa). Os contatos
entre cada mondmero sao de tipos iguais (cti) e de tipos diferentes (ctd). Ao lado da figura
mostramos valores de cti e ctd para alguns mondmeros e no total temos, para a
conformacao acima, cti = 10 e ctd = 18, ou seja, cti+ctd =28; conforme esperado para uma
CMC. Note porém que a conformagao acima ndo é nativa (cti = 28 e ctd = 0). Numa CMC,
basta sabermos cti ou ctd, pois 0s contatos totais sdo cti+ctd=28, contudo numa ndo CMC
devemos teros valores de ctie ctd, ja que cti+ctd < 28.

A expressdo geral para o potencial € analoga a citada na segdo 2.1, sendo agora dada

por:
u=-3%cti + a*ctd (2.1)
onde o assume os seguintes valores: -3, -2, -1, 0, 1, 2, 3.

A variagdo dos potenciais pode ser interpretada melhor explicando o significado,
por exemplo, do potencial (-3, +3) e do potencial (-3, -1). O potencial (-3, +3) significa que
privilegiamos (representado pelo sinal negativo) os contatos de tipos iguais (cti) e
desfavorecemos (representado pelo sinal positivo), na mesma proporg¢éo, os contatos de
tipos diferentes (ctd). Ja o potencial (-3, -1) significa que os contatos de tipos iguais (cti)
sdo trés vezes mais privilegiados do que os contatos de tipos diferentes (ctd), porém agora

ambos os contatos (cti e ctd) sdo significativamente provaveis. Quanto ao potencial (-3, 0),
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estamos privilegiando os contatos de tipos iguais (c#/), tendo como indiferente a formagéo
de contatos de tipos diferentes (ctd).

Ao fazermos o termo a da expressdo acima variar de -3, -2, -1, 0, 1, 2, 3, estamos
nos beneficiando da facilidade computacional e verificando o que a variagdo traz de
mudanga para a compactagdo da cadeia. Fixando -3 para cfi, estamos observando a

importancia do termo « relacionado a ctd.

2.2.2. Nimero de Armadilhas ¢ % CMC em funcdo dos potenciais

Na se¢do 2.1, medimos o nimero de armadilhas para cada uma das 100 cadeias
nativas, aqui também podemos medir o numero de armadilhas, para cada um dos sete
potenciais descritos acima, conforme mostrado na Figura 2.5.a. Observamos dois
comportamentos, sendo o primeiro para os potenciais atrativos € o segundo relacionado aos
potenciais neutro e repulsivo, lembrando que cada um dos sete potenciais esta relacionado
ao termo ctd, pois fixamos o potencial em —3 para c#i.

A medida que os potenciais se tornam menos atrativos, ou seja de -3 a -1, as
armadilhas aumentam. Apds um salto brusco de —1 para 0, observamos um aumento do

niamero de armadilhas a medida que o potencial se torna mais repulsivo de 0 a +3.

No intervalo de tempo 2x10° PMC, para cada um dos sete potenciais, observamos a
porcentagem (%) de conformagdes maximamente compactas (isto €, as conformagdes
tridimensionais de 27 mondmeros numa disposi¢do cubica com 3x3x3 mondmeros),
conforme mostrado na Figura 2.5.b. Nesta observamos, também, dois comportamentos
distintos, um para potenciais atrativos e outro para potenciais neutro e repulsivo. Os
potenciais atrativos (-3 a -1) apresentam altas porcentagens de CMC comparadas com as
porcentagens de CMC dos demais potenciais, tendo essa porcentagem diminuido
gradativamente quando o potencial se torna menos atrativo e mais repulsivo. De uma
maneira geral, podemos dizer que quanto menos atrativo € o potencial, menor € a

porcentagem de CMC.
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Figura 2.5. Foram crescidas 2x10° cadeias em T=1,9. A parte do potencial para cti foi
fixada em -3 e variamos o termo o para ctd. Os valores mostrados nos gréaficos também
estdo contidos em tabelas mostradas ao lado das curvas. (a) Nimero de armadilhas para o
=-3,-2 ¢ -1, temos poucas armadilhas e para o =0, +1, +2 e +3, temos muitas armadilhas.
(b) % CMC para 7 valores de a.. Quando o potencial vai de o negativos para positivos,
ocorre uma diminuicio brusca nas % de CMC.

Analisando as Figuras 2.5.a e 2.5.b, podemos verificar:
- Os numeros de armadilhas € a % CMC sdo complementares e opostos, pois

enquanto as armadilhas crescem, a % CMC decresce. Isso mostra que quanto menos

armadilhas existirem para um determinado nimero de conformagdes (no caso 2x10° PMC),

mais compactas serdo estas, conforme mostrado na Figura 2.6. Quanto menor @, menor a
chance da cadeia ficar armadilhada, tanto que com a = -3 ndo foi encontrada nenhuma
cadeia armadilhada em 2x10° PMC. O parimetro A, (n de normalizado) definido como A,
= [-3(energia de contato de tipos iguais) - a(energia de contato de tipos diferentes)] /-3
aparece como um divisor nos graficos da Figura 2.5. Para A, > 1 (ou o > 0) tem-se
comportamento bem distinto na regido A, < 1 (ou o < 0). Esse parametro A, esta associado

a heterogeneidade entre interagdes de tipos iguais e de tipos diferentes e sera discutido mais

adiante.
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Figura 2.6. Crescimento de cadeia em duas conformagdes distintas. (a) Cadeia menos
compacta, obtida por potencial (-3, a =0, +1, +2, +3) com espago vazio torna possivel a cadeia
ficar armadilhada, conforme percebemos se inserirmos mais dois monémeros deixando a cadeia
com 12 monémeros. (b) Cadeia mais compacta, obtida por potencial (-3, a = -3, -2. -1 ) com
menos chance de ficar armadilhada.

- Os potenciais atrativos (com termo a = -3, -2, -1) fazem com que a cadeia tenha
conformagdes muito distintas quando comparadas com potenciais nulos e repulsivos (com

termo a =0, +1, +2, +3), conforme mostrados pelo nimero de armadilhas e % CMC.

- Cadeias crescidas somente com -3 e @ =0 tem numero de armadilhas e % CMC
semelhante a quando utilizamos potencial com termo repulsivo (ou seja, -3 com a = +1, +2,
+3), contudo o acesso a conformag@o nativa torna @ = 0 bastante diferente de @ =+1, +2
+3, conforme veremos a seguir. Vale lembrar que uma conformagdo nativa é um caso

particular de uma CMC, com cti =28 e ctd = 0.

Na Figura 2.5.b observamos a % CMC em relagdo a todas as conformagdes, ou seja,

2x10° PMC; porém a observagdo somente das CMC pode ser bastante util. Vamos analisar

o numero total de CMC em fungdo dos contatos de tipos iguais (cti) para cada valor de a.
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2.2.3. % CMC x contatos nativos

Foram crescidas 2x10” cadeias (1 cadeia = 1 Passo de Monte Carlo ou PMC) para
sete potenciais, dados pela expressdo geral u = -3*cti + a*ctd, conforme mencionado
anteriormente. Para cada um dos sete potenciais, temos um total de CMC e para cada um
destes totais, temos a porcentagem das CMC em fungdo dos contatos de tipos iguais (cti),

conforme mostrado na Figura 2.7.
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4 8 12 16 24 28
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Figura 2.7. Porcentagem das CMC em fungio dos ¢/ para sete potenciais. Se somarmos
cada valor de %CMC (representado nos griaficos pelas barras verticais), totaliza-se 100
% das CMC, cm cada potcncial .Potenciais atrativos ¢ ncutro (e =-3, -2, -1, 0), ndo gcram
nenhuma conformagdo nativa. Potenciais repulsivos (o — +1, +2, +3), geram
conformagdes nativas (com 28 cti), indicadas nos grificos pelas setas. Notar o
deslocamento dos histogramas para a direita (em diregdo aos estados nativos), a medida
que o, relacionado com ctd, se torna mais repulsivo. Isso indica maior segregacio entre
mondmeros de tipos diferentes ou maior nimero de contatos entre mondmeros de tipos
iguais.
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Vamos comentar o grafico do potencial (-3, +3), utilizado na se¢do 2.1, para
explicar o significado da % CMC. A Figura 2.7. mostra como as porcentagens (%) de CMC
estdo distribuidas em fung@o dos contatos de tipos iguais (cti) em cada CMC. Por exemplo:
para a barra correspondente a 12 cti, significa que temos 5,43 % das CMC, ou 7769 CMC,
dentre as 143086 CMC (ou (total de CMC), ) em 2x10° PMC; o mesmo significado é dado
para as outras %CMC com outros cfi. Se ao invés de utilizarmos somente cfi, estivéssemos
utilizando somente ctd, teriamos no eixo das abscissas ao invés de 0 para 28 o inverso, ou
seja, de 28 para 0, pois no caso das CMC temos

cti + ctd = 28 (2.2)

Os contatos de tipos iguais (cti) que ndo tem nenhuma barra, indicada no grafico do
potencial (-3,+3), podem ter dois significados:

1) ndo temos nenhuma CMC referente aquele cti, como em cfi igual a 1, 2, 3, 4, 23, 24, 25,
26, 27,
2) a porcentagem (%) de CMC referente aquele contato € muito pequena e portanto ndo

aparece no grafico, como mostrado na tabela 2.1 abaixo.

Contatos de ! : ' ' . .
tipos iguais 5 6 1 g8 | 9 21 22 28

Rantids®8 5 | 19 | 11 | 346 | 856 | 307 | 39 148

%CcMC | 0,0014 | 0,013 | 0077 | 024 | 059 | 021 | 0027 0,10

Tabela 2.1. Contatos de tipos iguais com pequenas quantidades de CMC no potencial (3,+3).

Analisando a Figura 2.7. destacamos:
a) Existem aspectos distintos no comportamento das CMC, mostradas na Figura 2.7,
para os potenciais atrativos e os potenciais repulsivos, tendo o potencial neutro (@ = 0) um
comportamento intermedidrio entre estes dois tipos de potenciais. Em relagdo as
conformagdes nativas, os potenciais atrativo e neutro (@ = -3, -2, -1 e 0), ndo sdo capazes de
encontrar nenhuma conformagdo nativa; ja para os potenciais repulsivos (a = +1, +2, +3),

existem varias conformagdes nativas (com 28 cfi).
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b) Quando o termo « do potencial vai aumentando, ou seja, indo de —3 para +1, ha um
deslocamento para a direita representado por um niimero maior de c#i, o que significa que
cada vez mais temos a chance de atingir a conformagdo nativa, conforme mostrados pelos
valores acima de cfi = 28 nos graficos. O deslocamento para a direita € interpretado como
maior segregagdo entre mondmeros de tipos diferentes, dessa forma propiciando contatos
entre monomeros de tipos iguais. Essa segrega¢do crescente para o cada vez maiores sera

discutida mais adiante.

c) Os potenciais repulsivos sio mais propicios para a obtengdo das conformagGes
nativas e dentre estes o valor que gera o maior nimero de conformagdes nativas € +1.

Os itens a, b, ¢, acima sdo resultados fundamentais do atual trabalho e serdo novamente
retomados, apos analise de outras grandezas, como o raio de giragdo e distancia ponta a

ponta.

Assim como temos conformag¢des maximamente compactas (CMC), também temos

conformagdes ndo maximamente compactas (denominadas nio CMC e cuja configuragdo

ndo esta numa disposigdo cubica) no intervalo de tempo de 2x10° PMC. Para as CMC, nos

interessamos apenas pela quantidade de contatos de tipos iguais (cf/) de cada uma destas
conformagdes, pois sabendo os cti, sabemos também os ctd, pois cti + ctd = 28. Para as ndo
CMC, tomaremos como coordenada o numero de contatos totais ct dada por:

ct =cti + ctd (2.3)

Na se¢do seguinte observaremos como estdo distribuidos os contatos totais para as ndo
CMC.

2.2.4. % ndo CMC x contatos totais

Num procedimento analogo, a % CMC em fung@o de cfi, para sete potenciais # (= -
3*cti + a*ctd), passamos a observar cadeias de 27 monOomeros ndo dispostas na forma
cubica, ou seja, as % ndo CMC, agora em fungdo de todos os contatos (cf), conforme

mostrado na Figura 2.8.
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Figura 2.8. Porcentagem das ndo CMC em fungéo de ct para sete potenciais. Verificamos
dois comportamentos diferentes para as cadeias nao CMC, sendo um para potenciais

atrativos (o = -3, -2, -1) e outro para potenciais neutros e repulsivos (o = 0, +1, +2, +3).
Neste caso 28 nunca € obtida, pois teriamos CMC .

Vamos explicar mais detalhadamente o grafico do potencial (-3, +3) da % ndo CMC
para os contatos totais. O grafico mostra como as ndo CMC estdo distribuidas em fungédo
dos contatos totais (cf). Por exemplo: a barra correspondente a 16 ct, representa 10,37 %
(ou 2,06x10%) de conformagdes ndo CMC.

Destacamos alguns pontos da Figura 2.8.:

a) notamos que, do potencial (-3,0) para (-3,+3), ha um deslocamento para a esquerda
na % ndo CMC o que implica configuragGes mais abertas em relagdo a excessiva

compactagdo dos potenciais atrativos. E conhecido na literatura que a diferenga entre
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energia do estado nativo e a média dos estados desnaturados deve ser maxima para que a
cadeia represente uma proteina. A compactagio excessiva dos potenciais atrativos faz com

que essa diferenga seja pequena, o que ndo ocorre para os potenciais repulsivos.

b) verificamos que o total de ndo CMC vai aumentando quando o termo & do potencial
também vai aumentando, ou seja, vai de -3 para +3, este comportamento € o inverso do
observado para as CMC (Figura 2.5.), ja que CMC + ndo CMC = 2x10° PMC;

c) observamos uma diferenga drastica no comportamento dos potenciais atrativos em
relag@o aos potenciais neutro e repulsivo. Para os potenciais neutro e repulsivo, observamos
um comportamento do tipo gaussiana, com ponto médio, respectivamente em 20 e 16
contatos totais. Ja para os potenciais atrativos temos uma quantidade crescente de nao CMC
a partir de 16 contatos totais (para @ = -3) e 20 contatos totais (para @ = -2 e -1) com
maximas ndo CMC em 25 contatos totais, ou seja, temos para os potenciais atrativos uma
chance muito maior de obter CMC, conforme observamos na legenda da Figura 2.5. O fato
de termos uma grande quantidade de ndo CMC em 25 contatos totais, indicam que as
cadeias crescidas com potenciais somente atrativos (-3 com a = -3, -2, -1) sdo, em sua

maioria, muito proximas de um cubo, conforme mostrado na Figura 2.9.

@
By

"'.L"C %

A
o'l
Figura 2.9. Cadeia numa conformagdo muito proxima da CMC, pois apenas dois
mondmeros estdo fora da conformagao ctbica, sendo cti =8 e ctd = 16, entdo ct = 24.
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Nas duas segdes anteriores (2.2.3 e 2.2.4), analisamos como estdo distribuidos os
contatos de tipos iguais (cfi) e totais (cf), respectivamente para as conformagdes
maximamente compactas (CMC) e as conformagdes ndo maximamente compactas (ndo
CMC). Esse procedimento foi realizado para cada um dos sete potenciais utilizados: u = -
3*cti + a*ctd. Agora, no intuito de obter mais informagGes sobre 0 empacotamento das
cadeias de 27 monOmeros na temperatura 7 = 1,9, utilizamos as grandezas raio de giragdo
(Rg) e distancia ponta a ponta (dpp), para as CMC e as ndo CMC.

2.2.5. Raio de giragdo ¢ Distancia ponta a ponta (CMC) x contatos

nativos

A distancia ponta a ponta (dpp) é definida como a distdncia entre o primeiro
mondémero da cadeia e o ultimo monémero, ou seja, a distancia entre os monomeros 1 e 27.
Na Figura 2.10. mostramos, para as cadeias CMC, o raio de girag@o (Rg) e a distancia ponta
a ponta (dpp), em fung@o dos contatos de tipos iguais (cti) para sete potenciais utilizados.

Figura 2.10. Raio de giragao e distancia ponta a ponta para as CMC.
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Figura 2.10. Raio de giragdo médio <Rg>cwmc e distancia ponta a ponta média

<dpp>cvc em fungdo dos contatos de tipos iguais (cti), para os sete potenciais.
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Para justificarmos o porqué de termos obtido o valor de V2 ~14 para os raios de
giragdo em todos os potenciais nas CMC, vale lembrar que o raio de giragdo (Rg) € a
distdncia média entre os segmentos da cadeia e seu centro de massa definido por:

Rg = [Fdi (2.4)
N ViS5
onde i € o mondmero referente ao centro de massa (mondmero no centro do cubo), j os
demais mondmeros da cadeia; N é a quantidade de monomeros da cadeia (no caso 27) e djj
¢ a distancia entre 0 monémeroieoj. .

A equagdo 2.4 foi utilizada para obter os valores de Rg tanto para as CMC quanto

para as ndo CMC, porém como sabemos quem € o centro de massa das conformagdes num

cubo (CMC ) podemos mostrar de maneira simples porque nestas conformagdes o raio de

giragdo deve ser +/2 ~ 1,4, conforme mostrado na Figura 2.11.

No cubo ao lado existem 3 distancias
ij-=l (pardmetro de rede) ; existem 6 destas d;
=(=V2 ; existem 12 destas d,
=Y3 ; existem 8 destas d;

Para 27 monomeros existem 26
distancias entre i e j, portanto temos
dii= (127) [(6*1) +(12*¥2)’ + (8%B)’ ]
=2 ~ 1.4

Figura 2.11. CMC com um monémero i (centro de massa) € j os demais mondmeros da
cadeia. O valor de Rg para as CMCs de+2 ¢é independente de temperatura e potenciais
utilizados.

A existéncia de cadeias com determinados cfi’s dependem dos potenciais utilizados.
Para os potenciais atrativos (a =-3, -2, -1), a quantidade de c#i’s varia entre 4 ¢ 20.
No caso do potencial neutro (-3, 0), observamos que os cfi’s das cadeias variam

entre 4 e 24. O ponto correspondente a cti = 24 representa um aumento da chance de se
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atingir a conformagdo nativa, se compararmos com Os potenciais atrativos. Para os
potenciais repulsivos, ha uma variagdo de cti entre 5 e 22, mas temos também um ponto
representando o estado nativo em cfi = 28. A ndo existéncia de cadeias com cfi’s entre 23 e
27, mas com cti = 28 reafirma maior eficiéncia dos potenciais repulsivos para a obtengdo
do estado nativo.

Nas Figuras 2.7. e 2.8. quando néo tinha pontos nos graficos — para um determinado
cti ou ct — era devido a inexisténcia ou a pequena quantidade , para respectivamente, CMC
ou ndao CMC. Agora a inexisténcia de pontos para os graficos de Rg e dpp — para um certo
cti ou cf — mostra a auséncia de cadeias com estes contatos.

Analisando a Figura 2.10., observamos que enquanto o raio de giragdo (Rg) se
mantém constante e a distdncia ponta a ponta varia, representando a diversidade de cubos

que caracterizam as CMC.

2.2.6. Raio de giragdo e Distancia ponta a ponta (ndo CMC) x

contatos totais

Num procedimento analogo ao raio de giragdo e a distancia ponta a ponta para as
CMC em fungdo dos cti’s, na Figura 2.12. mostramos o raio de giragio e a distancia ponta a

ponta para as ndo CMC em fung@o dos contatos totais (c#) para sete potenciais.
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Figura 2.12.Raio de gira¢do e distancia ponta a ponta para as nio CMC.
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O que muda nos graficos da Figura 2.12. é a quantidade de pontos existentes nos
potenciais atrativos e os demais potenciais. Para os potenciais atrativos, observamos um
deslocamento para a esquerda a medida que & aumenta (de —3 para -2 e para -1) com as
cadeias apresentando menor quantidade de cf’s, ou seja, elas passam a serem mais abertas
(ou menos compactas). Potenciais altamente atrativos provocam rapido colapso da cadeia

representado pela auséncia de cadeias abertas (ct < 2).

Para finalizar a parte de Resultados, passamos a analisar os efeitos de mutagdes( ou
seja, mudanga nos tipos de mondmeros, representada pelo codigo de letras) na seqiiéncia de
residuos de aminoacidos das cadeias crescidas, conforme descritos abaixo em Resultados
118
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2.3. Resultados III — Mutacoes

No caso dos Resultados I e II, foi utilizada uma seqiiéncia de residuos de
aminoacidos, num codigo de trés letras (A, B, C), respectivamente nas proporgdes 11 : 10 :

6, sendo dada por:
ABA BBB CBA CBA BAB ACA CBA CAA CAB

Agora, realizamos duas mutag¢des na seqiiéncia acima com o objetivo de observar quais
seriam as alteragdes no empacotamento dessas cadeias, com relagéo ao tempo para se
atingir as conformagGes nativas. As mutagGes ocorreram com os residuos nas posigdes 16 e
19 ao longo da cadeia. Fazemos isto trocando a letra correspondente ao residuo 16 de A por

C e ao residuo 19, trocando C por A. Assim a nova seqiiéncia é dada por:
ABA BBB CBA CBA BAB CCA ABA CAA CAB

A mutagdo foi estrategicamente realizada nestas posi¢cdes devido ao fato de que a nova
sequéncia tem estado fundamental (nativo) ndo degenerado. Pode-se enumerar todos os
cubos formados por 27 mondmeros o que resulta em 103346 conformagdes. Colocando a
sequéncia em todos os cubos pode-se calcular a energia de todos os estados. A seqiiéncia
sugerida possui energia minima correspondendo a um unico cubo. Isso garante uma
propriedade de proteina que € a de ter estado nativo unico.

Os potenciais utilizados para a simulagdo destas mutagdes foram: (-3,+3) e (-3,-1),
onde usamos trés valores de temperaturas diferentes: 7= 1,70; 7= 1,50 ¢ 7' = 1,38 para
cada um dos potenciais durante 2x10° PMC.

Observamos que para as trés temperaturas e para os dois potenciais citados acima
que nenhuma conformag@o nativa foi obtida com o método de crescimento de cadeias. Para
confirmamos este resultado triplicamos o tempo de simulagdo, utilizando o intervalo de
tempo de 6 x 10° cadeias, mas mesmo assim nenhuma cadeia atingiu a conformagéo nativa.
As simulagdes tradicionais de Monte Carlo encontram o estado nativo no intervalo de

tempo mencionado. Isso leva a crer que o método de crescimento de cadeias é adequado

32
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apenas para seqiiéncias otimizadas e sem contatos frustrados. A sequiéncia mutada possui

trés contatos frustrados, que sdo contatos de alta energia entre mondmeros distintos.

Aparentemente, o0 método gera probabilidades muito pequenas para se obter tais contatos.
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CAPITULO 3 — DISCUSSOES E CONCLUSOES

3.1. Discussoes

Nossos resultados confirmam, em parte, a afirmagdo acima sobre a utilizagdo dos
potenciais somente atrativos, conforme discussdo abaixo:
1. Os potenciais somente atrativos levam a cadeia a conformagdes mais compactas de
maneira muito mais frequiente do que os outros potenciais (e = 0, 1, 2, 3), conforme foi
mostrado nas Figuras 2.5.b. e 2.8. Para deixar mais explicitos estes dois resultados, os

mesmos foram reunidos na Figura 3.1.
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r=19

% CMC em 2x10° PMC

-1 1

T -'
12 16 20

% nao CMC

0
Pateriais (o) Contatos Totais (cf )

Potenciais somente atrativos (-3, a =-3, -2, -  Potenciais somente atrativos (-3, o =-3,-2,-1)
1) favorecem as CMC muito mais que os favorecem as nio CMC préximas das CMC,
demais potenciais, conforme observamos por isso os trés primeiros graficos estdo
pelos trés primeiros pontos no grafico. deslocados para a direita proximos de ct=28.

2 A utilizagdo do potencial -3, -1 (Socci et al, 1997) pode ser representada pela
utiliza¢@o de dois pardmetros, E,.; € 4 definidos como:

Eavg= (Ecti + Eag)/2, A= (Ecq - Ecti) G.1)
sendo E¢; e Euq, respectivamente, a energia de contato entre monémeros de tipos iguais e
de tipos diferentes, dados por:

Ecti = EavgA(4/2);  Eca= EavgH(4/2).

Eayg representa a condugdo (“drive”) média para formagdo de contatos de qualquer natureza
ou compactacdo da cadeia. Se Eayg for menor do que zero, a formagdo de contatos sera
favorecida, e a cadeia colapsard. A é uma divisdo nos niveis de energia responsavel pela
heterogeneidade da interagdo entre os mondmeros do heteropolimero e permitira algumas
sequiéncias encodificar para o estado fundamental Ginico. Para E¢; = -3 € Ecig=-1, Egyg= -2

ed=-2.
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Pela Figura 3.1. acima, damos uma informagdo complementar a utilizagdo do
potencial (-3,-1), onde nota-se a forte compactacdo de potenciais somente atrativos
(histogramas deslocados para a direita) em relagdo aos demais potenciais repulsivos que
mostram conformagdes mais abertas (histogramas deslocados para a esquerda). Essa
compactagdo para potenciais atrativos € a responsavel, no método de simulagdes
tradicionais Monte Carlo, por correlagdes fortes entre as configuragdes desnaturadas
levando os tempos de enovelamento, naquele método, a serem significativamente maiores

do que para os potenciais repulsivos no método de crescimento de cadeia.

o Os potenciais com termos repulsivos (Egi = -3, Egq ou a (= +1, +2, +3)) sdo
os mais propicios para a cadeia encontrar a conformag¢do nativa, pelo método de

crescimento de cadeias.

Nossos resultados mostram que potenciais com o termo atrativo (-3) para cti € 0
termo repulsivo (@) para ctd, conseguem fazer as cadeias acessarem o estado nativo dentro
do intervalo de tempo de 2x10°. Como o termo atrativo para cti foi mantido constante para
todos os sete potenciais utilizados e somente o termo relacionado a ctd foi variado,

concluimos que a heterogeneidade no potencial representada pelo termo 4 = E;j — Eciq €

fundamental para a cadeia alcangar o estado nativo. Normalizando A através da grandeza

Ay = Ei (n de normalizado), notamos que para 4, > 1 parte das cadeias crescem em
cti

direg¢do ao estado nativo e para 4, < 1 o estado nativo néo ¢ atingido dentro do intervalo
2x10° .Assim, 4, ira representar a heterogeneidade nas interagdes entre os monomeros,
tornando-os especificos. O termo 4, surge como um pardmetro para caracterizar a
especificidade das interagdes:

a)4, > 1: interagdes cada vez mais especificas e mais facilmente se atinge a conformagio
nativa;

b) 4,< 1: interagdes menos especificas e menos provavel € a obtengédo da conformagio

nativa.
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Uma outra caracteristica interessante para classificar os regimes de comportamento

das cadeias consiste no principio da segregacdo. Se 6‘“(6]]) ¢é a energia para formar o

contato entre dois mondmeros ii(jj) e &;j € a energia necessaria para formar dois contatos i

J, entdo os monomeros i € j serdo otimamente segregados se a condi¢do

2g; 2 &g T g (3.2)
for satisfeita (Tang & Wingreen, 1997). No caso do enovelamento que estamos estudando,
esse principio € melhor observado para o potencial (-3, 3), ou seja, & = &jj=-3 daia
energia para romper contatos ii ou jj € 3 e a energia para formar contatos ij é 3; logo 2 x 3 =
3 + 3. Notamos que esse potencial € eficiente para crescer cadeias enoveladas. Os outros
potenciais (somente atrativos) embora sejam utilizados para estudar modelos de proteinas
(Tang & Wingreen, 1997) mostram tempo de enovelamento extremamente superiores aos
oriundos de potenciais atrativo e repulsivo.

A seguir na Figura 3.2., mostramos a importancia dos termos repulsivos, pelo

método de crescimento de cadeias, para se ter o estado nativo, com cti = 28 e ctd = 0.
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Inserindo o mondmero 5 na cadeia

|Sejam os monomeros 2 € 5 com 0 Mesmo Dos 5 sitios disponiveis para 0 monémero 5 |

\codigo de letra, no caso B. 3 somente no sitio 2 € possivel existir contatos

- e topoldgicos para 0 mondmero 5. Assim tanto os
potenciais atrativo quanto repulsivo favorecem
o mondmero 5 a ficar no sitio 2.

Inserindo 0 mondmero 6 na cadeia

‘Sejam os mondmeros 1 e 6 com codigos Dos 4 sitios disponiveis para 0 mondmero 6 |
|de letras diferentes, no caso : 3 somente no sitio 2 é possivel existir contato
(/1 comAe6comB. -'_'j-5 topologico para este mondomero. Agora, devido
| os codigos de letras diferentes, os potenciais
atrativo (o = -1, -2, -3) e repulsivo (. =1, 2, 3)
mondmero § levam a cadeia a conformacdes diferentes,
4 conforme mostramos abaixo.

‘s

‘3‘ a= l' 2‘ 3} monmen 6

(3.a=-l1, -2.?'0

mondmero 6

!L Potenciais somente atrativos favorecem o - Potencial repulsivo (a = 1, 2, 3) favorece o li
mondmero 6 a ficar no sitio 2, o que jdimpede  monémero 6 a ficar em sitios #2, por exemplo ||
a conformacdo da cadeia de continuar a ser  nositio 5. Neste caso a conformagéo da cadeia ||
candidataa nativa, pois ctd = (). continua sendo candidata a nativa.

Figura 3.2. Ilustragdo de um possivel crescimento de cadeia até o0 monomero 6.
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3.2. Conclusdes

Em Resultados I, fixamos o potencial em (-3, @ = +3) e utilizamos trés
temperaturas 7' (=2,1; 1,9; 1,7) e geramos 100 cadeias nativas. Notamos que com a
diminui¢do da temperatura os tempos de enovelamento médios, <I,>, para se atingir as
conformagdes nativas aumentam (Figura 2.1.), para a menor temperatura o tempo de CPU
foi maior. A temperatura intermediaria (7' = 1,9) foi a que mostrou o menor erro presumivel

=19 =21

da média (ou erro do valor médio), Evm, sendo f5,. " < E;‘,"; L7 < Evm ™, por isso esta foi

a temperatura utilizados nos Resultados II.

O comportamento mostrado pelos f, até ser atingida cada uma das 100
conformagdes nativas — nas trés temperaturas — é seguido exatamente pelo numero de
armadilhas topologicas (Figura 2.3.) que ocorrem nas cadeias; pois quanto maior o tempo
de enovelamento, maior sera a chance de ocorrer estas armadilhas e isso é mais freqiiente a
medida que a temperatura diminui. Abaixando a temperatura de 7=1,7 para 7=1,0
(resultados ndo mostrados) nenhuma conformagdo nativa foi atingida durante 2,0x10°
PMC.

Apos fixarmos o potencial (-3, @ = +3) e observar como variava t. e as armadilhas
topologicas para trés temperaturas diferentes; em Resultados II, passamos a analisar a
influéncia da variagao do potencial (através da alteragdo do termo ¢, de -3 a +3) no nimero
de armadilhas e em outras grandezas n3o utilizadas em Resultados I.

Se os potenciais atrativos sdo capazes de conduzir as cadeias a CMC, ja os
potenciais repulsivos (o = +1, +2, +3) sdo capazes de levar as cadeias as conformagdes
nativas (com c#i=28), mesmo com menores quantidades d¢ CMC e niimero de armadilhas
bem superiores no caso de potenciais atrativos. Ja o potencial neutro (@ = 0) conduz as
cadeias a possuirem conformagdes intermediarias dos potenciais atrativo e repulsivo, pois
em relagdo a quantidade de CMC o potencial neutro é muito parecido com os potenciais
atrativos (Figura 2.5.b); e quanto a capacidade de levar as cadeias ao estado nativo o
potencial neutro tem o mgsmp efeito dos potenciais atrativos, pois em ambos o estado
natiyp ndo € atingido (Figura 2.7.). Se o método de crescimento de cadeias fosse escolhido

para gerar proteinas em grandes quantidades, provavelmente seria otimizado um meio
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termo entre potenciais extremamente atrativos (que geram compactagdo excessiva e produz
muitos contatos ndo nativos) e potenciais extremamente repulsivos (que embora sejam mais
eficientes para produzir contatos nativos, produzem bem mais armadilhas topolégicas).

Em relagio as mutagdes, em Resultados III, feitas ao trocar o codigo de letras para
os mondmeros 16 e 19 — para o potencial repulsivo (a=+3), em trés temperaturas (7' = 1,70,
1,50 e 1,38), o acesso a conformagdo nativa € drasticamente alterada, pois, ap6s a mutagio
nenhuma conformagio nativa foi obtida. Quanto ao potencial atrativo (a=-1) a mutagdo
ndo altera o acesso a conformagdo nativa, que nunca € obtida. De fato, para conclusdes
mais completas sobre o efeito de mutagdes, no processo de crescimento de cadeias, outras
mutagdes devem ser feitas, em outras posigdes ao longo da cadeia, inclusive com outros
potenciais. Mas esses resultados preliminares sugerem que o método de crescimento de
cadeias é apropriado para sequéncias otimamente desenhadas, uma vez que pequenas
mutagdes na seqiiéncia impedem o acesso a conformagao nativa.

De forma sucinta, os principais resultados desse trabalho sugerem que:
1) o método de crescimento de cadeias € mais eficiente para potenciais repulsivos, que
geram menos interagdes ndo nativas;
2) a heterogeneidade entre as interagdes tem um valor minimo (4, > 1) para que o método
cresga cadeias nativas;
3) o regime onde o principio da segregagdo € notadamente n3o satisfeito (potenciais neutro
e atrativo): a cadeia jamais cresce em diregdo a conformagao nativa;
4) pequenas mutagdes que geram alguns contatos frustrados (energia alta) impedem, por
completo, a obtengdo do estado nativo da seqiiéncia mutada, sugerindo que o método ¢
eficiente para seqiiéncias otimamente desenhadas.
5) O método é adequado para enovelamento que ndo sdo precedidos por colapso
hidrofobico. Potenciais altamente atrativos podem induzir a cadeia ao colapso seguido de

um enovelamento lento. O método de crescimento de cadeias ndo reproduziu, nesse

trabalho, esse comportamento. Aparentemente a compactagdo excessiva produz

significativo nimero de contatos n3o nativos o que impede o acesso a conformagdo nativa.
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APENDICE - Fluxograma completo do programa de crescimento de cadeias

_Inicializar varidveis._ .
"--—.____ 1 e

Iniciagdo da cadeia

——
'---._,__

v
Alungarljncntu da cadeia

Criar 6 diregoes (sitios que poderam ser
ocupados ou nilo) para cada residuo r
Determinar coordenadas (x, y, z) da diregado
--”,;‘H-H"‘“--.___
Sim " D i

—— Qcorre sobrcposmao’,,
‘\.\\ e
TNao
Determinar coordenadas para sitio desocupado e
guarda quais sitio‘:: estdo desocupados

Verificar vizinhos de cada sitio desocupado

N=y+

<Diregao < 6?

"

P
e

~—Parar l'ebldl.l{) r, soma de vizinhos s= 07—

Sim 'v e
Escolha alcatoria do sitio a ser Obtém-se probabilidades dos sitios

<—ocupado pelo residuo ou dos
configuragdo esta armadilhada (;?:()]CUPT;]O SPES}’ por exemplo
1l 3)-

Escolhe o sitio (si) que esta “desocupado” e
tem maior probabilidade, por exemplo P[s-]..

e

Aceita sitio Sir : a
< < mero al aleatono < P[s.] B
desocupado s,. ——Nimer N Plel? —
vINGQO

Colocar probabilidades em ordem decrescente,
por exemplo P[s,] > P[s3] > P[s,].
Aceita sitio Sim SRNMNESE=S. . S
‘_-desowpado - <@=—=——__NUmero : a!eatorl(}idcl:[__hm:ﬂ—

"'NT.II‘I]CI’O aleatério < P[s,]t P[q;] Pr’]j“‘-

—

Sim =
=il tamanho maximo da cade _gT

—
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