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Resumo

O estudo dos principios fisico-quimicos que regulam o processo de enovelamento
tornou-se central a fim de fornecer respostas sobre os mecanismos de enovelamento das
proteinas. Neste contexto, a teoria do relevo da superficie de energia surge para apoiar
0s avancos tedricos e experimentais na compreensao destes mecanismos. O panorama
energético de proteinas globulares se assemelha a um funil de estruturas que sao pro-
gressivamente enoveladas para o estado nativo, estado minimamente frustrado. E bem
estabelecido que a adigao de uma pequena quantidade de frustracao energética aumenta
a velocidade de enovelamento para certas proteinas. Neste trabalho, aplicamos o mo-
delo baseado em estrutura Ca para simular um grupo de proteinas utilizando a ordem
de contato (CO) como coordenada de reagao, e descobrimos que CO e barreira de ener-
gia livre no estado de transicao (AF’) correlacionam bem com a variagao na quantidade
de contatos nao-nativos (AA) no regime de frustragao ideal. Descobrimos também que,
AF e AA separam as proteinas simuladas por seus “motifs”. Estes resultados compu-
tacionais sao corroborados por um modelo analitico. Como consequéncia, o regime de

frustracao 6tima para o enovelamento de proteinas pode ser previsto analiticamente.

Palavras-chave: modelo baseado em estrutura, superficie de energia, dinamica

molecular.



Abstract

The study of physicochemical principles which governs the folding process be-
came central in order to provide answers for the protein folding mechanism. In this
context, the energy landscape theory has been supporting theoretical and experimental
advances in the understanding this mechanism. The energy landscape of globular pro-
teins resembles a funnel of structures progressively folded en route to the native state,
minimally frustrated state. It is well established that an addition of small amount of
energetic frustration enhances folding speed for certain proteins. We applied the Ca
structure-based model to simulate a group of proteins with the contact order (CO) as
the reaction coordinate and we found that CO and free energy barrier at the tran-
sition state (AF) correlates with nonnative contacts variation (AA) at the optimum
frustration regime. We also found that AF and AA cluster the simulated proteins by
their fold motifs. These computational findings are corroborated by analytical model.
As a consequence, optimum frustration regime for protein folding can be predicted

analytically.

keywords: structure-based model, energy landscape, molecular dynamics
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Capitulo 1

Introducao

As proteinas sao polimeros de aminoacidos unidos por ligacoes peptidicas. Esta
ligacao ¢ feita entre um grupo amino livre de um aminoacido com um grupo carboxilato
de outro, formando uma ligagao CO-NH com a liberagao de uma molécula de dgua [1].
A ligacao peptidica possui um carater parcial de dupla ligacao devido a estabilizacao
por ressonancia. Este cardter confere uma organizacao planar rigida e favorece a con-
formacao trans da ligacao peptidica. Estas caracteristas atuam de forma importante

na construgao da conformacao tridimensional das cadeias polipeptidicas.
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Figura 1.1: Formacgao da ligacao peptidica. Reacao de condensacao entre dois
aminoacidos, no qual o aminodcido com cadeia lateral R' libera um grupo OH si-
multaneamente com a liberacao de um hidrogénio do aminodcido com cadeia lateral
R?. Ambos, OH e H que serdo liberados, estao representados com uma coloracao rosa
na figura. Apos a liberagao, forma-se uma molécula de dgua e a ligacdao entre os dois
aminoacidos é permitida (representada em amarelo).|2]

As proteinas podem conter uma ou mais cadeias polipeptidicas. As variacoes no

comprimento e na sequéncia de aminoacidos contribuem para a diversidade da forma e

10
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das funcgoes biolégicas desempenhadas por estas. Praticamente todas as transformacoes
moleculares que definem o metabolismo celular sao mediadas pela catélise proteica. As

proteinas também exercem fungoes regulatérias e estruturais nas células [1].

Uma pega chave para decifrar a fungao de uma dada proteina é a compreensao da
sua estrutura [1]. Os polimeros de aminoacidos sao classificadas dentro de quatro niveis
de complexidade estrutural, sendo eles: a estrutura primaéria, secundaria, terciaria e

quaternaria.

A estrutura primaria de uma proteina consiste na sequéncia de aminodacidos da
sua cadeia polipeptidica. J& na estrutura secundaria inclui-se os padroes regulares de
dobramentos de polipeptideos, como as hélices, as folhas pregueadas e as voltas. A
estrutura terciaria de uma proteina descreve o dobramento dos elementos estruturais
secundarios e especifica as posicoes de cada atomo na proteina, incluindo os das cadeias
laterais. As proteinas, particularmente as com massa molecular a cima de 100kD,
sao constituidas por mais de uma cadeia proteica. Essas subunidades polipeptidicas
se arranjam em uma geometria especifica, esse arranjo é conhecido como estrutura

quaterndria [1].

O processo que leva a proteina a sair de sua estrutura primaria até atingir a

estrutura terciaria ou quaternaria é chamado de enovelamento.

O enovelamento de proteinas é um mecanismo importante para os sistemas vivos
[3]. Ultimamente, o foco sobre essa reagao nao estd estritamente direcionado para o
papel fundamental desempenhado pelo enovelamento [5], mas aponta para o conheci-
mento dos fatores fisico-quimicos que regulam o processo de enovelamento. Tais fatores
podem ajudar no fornecimento de respostas para alguns dos problemas ainda nao resol-
vidos em genomica funcional e biotecnologia, como por exemplo no desenho consistente
de farmacos e enzimas, e no controle de doengas genéticas [8] e neurodegenerativas, in-

cluindo as doengas de Alzheimer e Parkinson [9].

A problematica do enovelamento de proteinas esta fundamentada em responder
0 porqué e como uma proteina consegue encontrar uma estrutura funcional inica em
um curto periodo de tempo [10]. Na década de 60, Chris Anfinsen propos uma Hipdtese
Termodinamica para o mecanismo do enovelamento de proteinas. Nesta hipdtese foi
apresentada a capacidade de um polipeptideo desenovelado se enovelar espontanea-
mente para a estrutura funcional. Tal fato evidenciou que a informacao suficiente para

o correto enovelamento da proteina estava embutida na sequéncia de aminodcidos [11].

Em 1968, Cyrus Levinthal questionou sobre o tempo necesséario para uma proteina
efetuar o processo de enovelamento considerando a acessibilidade de todas as con-

formacoes possiveis para chegarmos a uma estrutura tnica de acordo com a sequéncia
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de aminoacidos. Tal contexto ficou conhecido como o Paradoxo de Levinthal. O pa-
radoxo se centralizava na exemplificacao de que se este processo fosse feito por cami-
nhos aleatoérios, o tempo necessario para o enovelamento de uma proteina com cem
aminoacidos e duas conformacoes para cada ligacdo peptidica era da ordem de 10'®
segundos, o que é comparavel com a idade do universo. Neste caso, Levinthal concluiu
que era necessaria a presenca de rotas de enovelamento, ou seja, o processo nao seria
mais feito com base em uma busca aleatoria, mas sim por um processo dirigido, o que

excluiria a dependéncia temporal astrondmica [12].

O até entao paradoxo levantado por Levinthal foi resolvido com o surgimento de
uma nova teoria para o processo de enovelamento de proteinas. Tal teoria é baseada na
superficie do relevo de energia (energy landscape theory)[13, 14, 15, 16]. Conceitual-
mente, esta superficie apresenta uma forma “afunilada” e por meio de uma abordagem
termodinamica, considera-se que no topo deste funil ha uma alta entropia dada a
grande quantidade de estruturas desenoveladas possiveis para uma mesma proteina. A
proteina é entao direcionada para o estado nativo passando por estados parcialmente
enovelados [18]. Uma representacao esquemética da superficie de relevo de energia

pode ser vista na figura 1.2.

- .
j\»f FIQ] (k,T)
! v —
CaST— "__%7_ e 8
? -

Figura 1.2: Diagrama esquematico do relevo da superficie de energia. Direita:
Perfil de energia livre em fungao da fracao de contatos nativos formados. @, = Conformagao
desenovelada. (Q7s = Conformacao no estado de transicao. Qy = Conformacao enovelada.
Figura adaptada de [4].



13

O processo de enovelamento comeca com a formacao dos contatos entre os
aminoacidos, e a medida que os contatos sao feitos a proteina comeca a ficar cada
vez mais parecida estruturalmente com a proteina nativa, e a quantidade de estruturas
possiveis diminuem em cada estagio que se avanca no enovelamento. A medida que o
processo flui de forma progressiva, a entropia e a energia do sistema também diminuem.
Neste novo modelo (energy landscape) é permitida a existéncia de algumas regides com
minimos locais de energia, e que podem “armadilhar” o enovelamento. Sendo assim, a
curvatura do funil deve ser bastante ingreme a fim de superar estes pontos de minimos
locais e fazer com que a proteina atinja o estado de minimo global de energia, o estado
nativo [14, 18].

O comportamento cinético e termodinamico de sistemas com uma superficie de
relevo de energia irregular (ou rugoso) é bem distinto daqueles com uma superficie
regular (ou lisa). Em casos no qual a superficie de energia é irregular hd uma grande
competicao entre as interagoes, afetando a energia. Esta competicao é chamada de
frustragao [19, 20]. De acordo com a teoria de “spin-glas” um sistema ¢é dito frustrado
quando nao é capaz de satisfazer todas as interacoes de forma simultanea. No caso
das proteinas naturais, elas sao ditas minimamente frustradas. Esta denominacao foi
dada por Bryngelson e Wolynes na tentativa de diferenciar uma proteina de um hetero-
polimero aleatério, na qual diferentemente deste, as proteinas minimizam a frustragao

ao longo do enovelamento [17].

As fontes de frustracao de uma proteina podem ser amplamente classificadas
como energética e topoldgica [6]. A frustracao energética estd associada com a sequéncia
de aminodcidos que compde a proteina [6] e com a energia de interagdo entre os
aminoacidos, na qual todas as interacoes favoraveis nao podem ser acomodadas ao
mesmo tempo [19]. J& a frustragdo geométrica estd relacionada com a interconversao
entre duas estruturas, visto que para ocorrer a interconversao ha a necessidade de que-
brar vérios contatos favoraveis [19]. A frustragao geométrica é, em parte, um problema
de volume excluso [6]. Ambas as origens de frustracao estao relacionadas com proteinas

com barreira energética alta entre o estado desenovelado e enovelado [19].

Alguns trabalhos colocam em pauta um limiar sobre qual o efeito da insercao
de frustragao energética sobre o enovelamento, e procuram discutir como, ou por que,
em alguns casos a frustragao energética favorece e em outros ela é desfavoravel ao
processo de enovelamento [7, 8]. Tal favorecimento dado pelo acréscimo de frustragao
estd baseado principalmente em dois resultados: o aumento na acessibilidade do estado
nativo e a diminui¢ao do tempo de enovelamento. Contessoto e colaboradores [7], por
meio de dinamica molecular utilizando um potencial acrescido de um termo referente

a frustracao energética, encontraram uma excelente correlagao entre frustracao 6tima
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e ordem de contato nativa, motivando este trabalho. Esta frustragao étima foi de-
terminada para cada proteina estudada, e é calculada de acordo com o grau maximo
de frustracao que se pode acrescentar no modelo para que o tempo de enovelamento

diminua. Mais detalhes sobre esta correlacao podem ser vistos no Apéndice B.

Para acompanhar o processo de enovelamento por meio de dinamica molecular
h& a necessidade de se utilizar uma coordenada de reacao, que pode ser o raio de giro,

a fragdo de contatos nativos (Q) e etc.

Neste trabalho iremos abordar o efeito da frustracao energética de acordo com
a variacao de contatos nao-nativos entre o estado de transigao e o estado desenovelado
para 19 proteinas, utilizando como parametro de ordem a fracao de contatos nativos
(Q) e a ordem de contato parcial (CO). Tais informagoes serdo a base para comparar
e verificar os dados obtidos por simulacao computacional com a teoria descrita por
Plotkin e Cecilia [8].



Capitulo 2

Objetivo

Este trabalho teve como principais objetivos:

e Verificar o comportamento da ordem de contato como coordenada de reacao
a fim de acompanhar o processo de enovelamento, com o intuito de introduzi-la no

modelo analitico para o estudo da frustragao no enovelamento de proteinas;

e Verificar a correlagao entre o modelo tedrico desenvolvido por Cecilia Cle-
menti e Steven Plotkin [8] com os dados obtidos por meio de dinamica molecular para
19 proteinas, correlacionando os resultados com a presenga de uma frustracao otima

determinada por Contessoto et all [7];

e Determinar a correlagao entre a variacao na quantidade de contatos nao-
nativos, altura da barreira de energia livre e ordem contato,determinando se o regime

de frustracao 6tima para o enovelamento de proteinas pode ser previsto analiticamente.

15



Capitulo 3

Teoria

3.1 Modelo analitico para o enovelamento com frus-

tracao

Neste tépico sera abordado o modelo analitico desenvolvido por Cecilia Clementi
e Steven Plotkin [8]. Tal modelo foi criado para investigar o efeito da frustracao
energética sobre o enovelamento de acordo com o comportamento das interagoes nao-
nativa. As interacoes nao-nativas sao introduzidas como contatos adicionais entre pares
que nao estao em contato no estado nativo. Desta forma, é verificado o efeito destas
interacgoes sobre a taxa de enovelamento e sobre a barreira de energia livre, como sera

detalhado nos proximos pardgrafos.

Dois parametros de ordem sao utilizados para a descricao do processo de enove-
lamento no modelo analitico: a fragdo de contatos nativos (Q) e a fracao de contatos

nao-nativos (A).

Estes dois parametros de ordem possuem valores entre 0 e 1. Para Q=0 a proteina
encontra-se desenovelada enquanto que para Q=1, a proteina esta em sua forma nativa.
A fragao de contatos nao-nativos nao é independente de (), quanto mais contatos nativos
formados, menos interagoes nao-nativas sao permitidas, e eventualmente, no modelo

tedrico, nao ¢ permitida a presenca de contatos nao-nativos quando Q=1.

Seja a energia do estado nativo dado por Ey e o nimero total de contatos no

estado nativo dado por M, temos que:

En = Me = zNe, (3.1)

16
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no qual € é definida como a energia média de atracao nativa (¢ < 0). N e z sao,
respectivamente, o nimero de aminoacidos da proteina e a quantidade de contatos por

residuo. A variancia da energia de interagao nativa é desprezada (de? = 0).

J& para a andlise da contribuicao nao-nativa é considerado o efeito de duas
energias que governam estas interacoes: a energia média de interacao nao-nativa eyy
e a variancia energética da interacao nao-nativa b?>. Porém, as interacoes nao-nativas

sao designadas para serem mais fracas quando comparadas com as interacoes nativas.

Para uma configuragao com M A contatos nao-nativos, a energia nao-nativa total

é tomada para ser distribuida Gaussianamente com média em M Aeyy e variancia de

M A2

Seja a entropia conformacional S, descrita em funcao de @ e A, as energias das
configuragdes para um ensemble de estados caracterizados por (Q,A) também devem
ser representadas por uma distribuicao Gaussiana com média em QMe + AMeyny €
variancia de AMb?. Neste caso, a parte extensiva do logaritmo do nimero de estados

(n) com energia F e parametros de ordem (Q,A) é dado por:

[E — (QMG + AMENN)]2
2AMb?

In[n(E, Q, A)] = S.(Q, A) — (3.2)

Sabendo que T~'=405/0F, e que a entropia S é dada pela equagao 3.2, podemos

encontrar a energia térmica, a energia livre e a entropia em funcao de ), A e T":

65  dln(n)  2[E—(QMe+ AMeyy)]

-1 oY _
= OF OF 2AMb2 (3.3)
logo,
1 —F QME AMENN E AMb2
L = A— 4
7= ameE T T e o @t ew T (3-4)

Organizando os termos da equacao 3.4, chegamos na expressao da energia

térmica por contato:

E b?
U e + A (€NN — T) (3.5)

Para encontrarmos a expressao da entropia em termos de (), A e T, basta subs-

tituir o valor de E encontrado em 3.5 na expressao 3.2:
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S(Q, A, T) = S.(Q, A) — (;;) AM = M (Sc(%A)) - (;’;) AM (3.6)

sendo s.(Q, A) a entropia conformacional por residuo. Neste caso, a entropia S(Q, A, T)

por contato é dada por:

(3.7)

B IE

M z

Sabendo que a energia livre é dada pela diferenga da energia térmica pela mul-

tiplicacao da entropia pela temperatura,

F E TS
———_= 3.8
podemos substituir as expressoes de E(Q,A,T) e S(Q,A,T) em 3.8 para encontrarmos

a equacao da energia livre para o modelo em questao:

(3.9)

F(Q,A,T) B, TslQ.A)
2T

Vi :€Q+<€NN— .

A entropia conformacional S.(@, A), de acordo com Clementi e Plotkin, é cal-
culada utilizando a teoria de campo médio e ¢ feita em termos da fracao de empaco-
tamento nao-nativa 7. Quando n=1 temos o nimero maximo de contatos nao-nativos
presentes M A, = Mn(1—@Q). Neste caso, a entropia conformacional de um polimero

com @ contatos nativos e fracao de empacotamento n é dada por:

S.Qun) = N(1 - @) {in” — (1‘”) (1)~ 2 K”(Q))m - 1] (3.10)

Se(@,m) = N(1 = Q)snn(Q.n), (3.11)

no qual In (%) é a entropia méxima por residuos no estado colapsado e 7(Q) = 1(Q) /2,

no qual [ é o comprimento médio do looping formado por contatos nativos em um

determinado Q.
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3.1.1 Efeito da interacao nao-nativa na barreira de energia

De acordo com o modelo analitico, no momento no qual o estado enovelado e
desenovelado possuem a mesma probabilidade, dizemos que a proteina estda na sua
temperatura de enovelamento Tr°. Este estado é dado pela equagao 3.9 quando

F(0,A) ~ F(1,0) e exy = b> = 0.

Considerando que ) ~ 0 no estado desenovelado e A = 0 no estado enovelado,

a temperatura de enovelamento é dada por:

z|e]
T’ = ——— 3.12
"0 A) )
no qual A*(Q) é o valor mais provavel de A num determinado Q).
Utilizando as seguintes definicoes:
AA(Q) = A(Q) - A(0) (3.13)
A$pn(Q) = 85n(Q, A (Q)) — $1n (0, A*(0)) (3.14)

pode-se calcular a variacao da energia livre entre o estado desenovelado e um estado

com Q e A qualquer,

AF(Q.T) = F(Q,A*(Q),T) — F(0, A*(0),T) (3.15)
No qual,
F(Q,AA*;[(Q),T) _eo_T0= Q)an(Q,A*@)) N <€NN B Qb;) Q) (3.16)
F(O,AA’}O),T) _ _Tsnn(O;A*(O)) N <€NN B sz> 4°(0) (3.17)
Sendo assim:
AF(Q,T) _ T'snn (0, A%(0)) b? . T(1—-Q)Asu(Q)
M_Q<E+ 2 )+<€NN_2T>AA(Q)_ p

(3.18)

Calculando a variacao da energia livre na temperatura de enovelamento 7%°,
o primeiro termo da equacao 3.18 se anula, e se considerarmos que eyxy = b*> = 0,
o ultimo termo da expressao 3.18 se torna a variacao de energia livre na auséncia de
forgas nao-nativas AF°. Se ao invés de calcularmos AF' sobre um Q qualquer, mas

restringirmos para um @ na barreira de energia (Q7), temos a seguinte relagao:
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AF7£ AFO;A ENN 192
= M| = — = | AA*(Q7 3.19
TFO TFO + TFO 2TF02 (Q )7 ( )

ou seja, a variacao da energia livre entre a barreira e o estado desenovelado ¢ igual a
variacao da energia livre entre os mesmos estados na auséncia de forcas nao-nativas
acrescida de um termo referente a frustracao. O fato de eyy < 0, faz com que o termo
entre parénteses que multiplica a variacao de contatos nao-nativos na expressao acima,
seja sempre negativo. Quando AA*(Q7) for maior do que zero, temos uma diminuicao
da barreira de energia livre quando comparada com a barreira na auséncia de interagoes
nao-nativas, assim sendo, as interagoes nao-nativas favoreceriam o enovelamento. O
contrario acontece quando AA*(Qf) < 0, ou seja, em proteinas nas quais ocorre este
ultimo caso, as interacoes nao-nativas fazem com que a barreira aumente, desfavore-
cendo o enovelamento. Além disso, a equacao 3.19 pode ser usada para encontrar o
valor das energias de interacao nao-nativa sabendo a alteracao da barreira de energia

livre.

3.2 Ordem de Contato

O conceito de Ordem de Contato foi introduzido por Plaxco, Simons e Baker
[21] como um parametro que demonstrasse a importancia de contatos locais ou nao-
locais para a proteina no estado nativo. A ordem de contato nada mais é do que uma
média entre as distancias dos pares que efetuam um contato. Apesar desta simplicidade
matematica, existem grandes evidéncias de que as taxas de enovelamento para proteinas
pequenas e com dois estados é bem correlacionada com a ordem de contato associadas
com a estrutura nativa [22]. Se esta ordem de contato, chamada de absoluta, for
dividida pelo nimero de aminoéacidos presentes na proteina, o parametro agora passa

a ser chamado de ordem de contato relativa.

Ordem de Contato Absoluta:
1 M
ACO = i Z AS; ; (3.20)

Ordem de Contato Relativa:

M
RCO = MlL > AS;, (3.21)

M ¢é a quantidade de contatos presentes no estado nativo, AS;; é a distancia em

residuos que separa um contato formado pelos aminoacidos i e j, e L é a quantidade



21

de aminodcidos que compoe a proteina.

A ordem de contato também pode ser uma maneira de quantificar o enovela-
mento quando calculada em funcao do parametro de ordem (. Neste caso, temos a

ordem de contato parcial [22], dada pela seguinte expressao:

Y9 Li(Qy)

CoQ) = i, , (3.22)

no qual Mg é o nimero total de contatos nativos possiveis quando a proteina possui
um parametro de ordem Q. L; é a distancia, em residuos, ao longo da cadeia entre os
aminoacidos que compbéem o contato i. (Q;) é a probabilidade que o contato i tem de

se formar quando temos uma configuracao com fracao Q de contatos nativos formados.

Quando a ordem de contato parcial é calculada para o estado nativo, Q=1, esta

se transforma na ordem de contato absoluta descrita por Plaxco e colaboradores.



Capitulo 4

Metodologia

4.1 Modelo Baseado em Estrutura

Para representar de forma aceitavel alguns dos fenomenos desencadeados du-
rante o enovelamento das proteinas utilizando simulacao computacional, tem-se usado
com grande sucesso modelos minimalistas, que apesar de nao abrangerem todas as in-
teragoes envolvidas no processo, sao capazes de explicar os fundamentos bésicos que
regem o enovelamento. Dentre estes modelos minimalistas, destacamos o modelo Ca,

que foi utilizado neste trabalho.

O modelo Ca ¢é dito um modelo baseado em estrutura visto que utiliza valores
obtidos da resolucao estrutural de proteinas depositadas em bancos de dados, como o
PDB [27, 28], a fim de construir o potencial energético que define as conformacoes de
uma dada proteina. Durante a dinamica no qual o modelo Ca é submetido, o potencial
que define a energia das conformagoes é conhecido como modelo Go [25] uma vez que
a ideia principal é dar importancia para as interagoes entre aminoacidos que residem
nos contatos nativos, e em seguida, escolher a energia dos contatos que minimizam a

energia total do estado nativo [26].

A simplicidade do modelo Ca esta baseada na referéncia a cadeia de aminoacidos
como uma cadeia de esferas simples centralizadas nas posicoes dos carbonos alfas. Tais
esferas sao mantidas juntas por meio de ligacoes e angulos de interacao, e a geometria

nativa fica contida no potencial diedro e no termo de interagao nao-local [26].

A expressao que define a energia de uma configuracao I baseada na conformagcao

nativa 'Y para o modelo Ca é dada por:

22
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De acordo com a expressao 4.1, o potencial que rege este modelo baseado em es-
trutura é calculado via a contabilizagao de 5 termos referentes a algumas das interagoes
que atuam na estrutura nativa. O primeiro termo remete a um potencial harmonico
representando a ligacao entre dois carbonos « adjacentes, no qual o é a distancia entre
os dois carbonos « ligados entre si na estrutura nativa. A segunda somatéria também
forma um potencial harmonico, mas desta vez, um potencial harmonico angular for-
mado por trés carbonos a em sequéncia na cadeia polipeptidica, no qual 6y é o angulo
formado pelos trés residuos na conformacao nativa. Ja o terceiro termo da expressao
4.1, é uma funcao de trés minimos, que leva em consideracao a torcao realizada pela
cadeia, no qual, ¢g ¢ o angulo diédro formado por quatro carbonos o em sequéncia. O
quarto termo contabiliza a interacao entre o carbono « i e j que formam um contato
na estrutura nativa, para isso ¢ utilizado um potencial 10-12, no qual d;; ¢ o valor
da distancia entre estes carbonos que realizam um contato nativo. Por fim, o ultimo
termo remete a todos os carbonos a que nao realizam um contato nativo. Este termo é
utilizado para manter a distancia maxima de aproximacao entre os carbonos «, no qual
one possui valor de 44 e esté correlacionado com o volume ocupado por um carbono
no modelo. As constantes: €,, €y, €5 € eyc sao todas dadas em unidades de €. e valem,
respectivamente, 100, 20, 1 e 1. [23, 25]

4.2 Proteinas estudadas

Para testar a correlacao entre a diferenca na quantidade de contatos nao-nativos
no estado de transicao para com o estado desenovelado, a presenca de uma frustragao
6tima, e a ordem de contato, utilizamos como objeto de estudo um grupo de 19
proteinas com caracteristicas distintas, como por exemplo, o niimero de aminoacidos
que compoem a cadeia, a quantidade de contatos na estrutura nativa e a ordem de con-
tato absoluta. Todas as proteinas estudadas tiveram sua frustracao étima determinada

por Contessoto e colaboradores [7] e podem ser vistas com mais detalhes no Quadro 1.
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Quadro 1 Proteinas Estudadas

PDB # a.a M Cartoon NDME FDE # a.a. M Cartoon

AER  1ARR' 53 53 J Ptg JKOP SB 139 -w

-
[/
WP3E Ivi 36 S5 &% aomen  wema m1 7S $ }
d L
PSBD  2POOD a3 i % €2 105 66 152

mmun-csamz-;g:‘ Ubiquitin 1UBQ 76 188

EnHD 1ENH 104 111 3 C5PTm 1GEP 66 180

5y
@3ID ZASD 73 136 éﬁ}? SH3 1FMK  B1 152 {

L

[ i

P o Ar gt
M8 uMP 86 178 g‘% aAIT AT 74 196 yﬁ?

ACBD ZABD 86 182 e&% HPr 1HDN .35 222 #g
HHEC 1HRC 104 246 ? TWig 1wl 83 253 %
1 L

PtL  2PTL 60 136 %

#a.a. = Numero de aminoacidos na cadeia. M = Contatos Nativos

4.3 Detalhes da Simulacao

Antes de iniciar a simulacao com o modelo Ca é preciso extrair as informagoes
estruturais da proteina nativa por meio dos dados depositados no PDB (protein data
bank) 27, 28]. Com essas informagdes, conseguimos extrair a posigao de cada aminodcido

e quais residuos estao presentes na formagao de contatos nativos.

Baseado na estrutura nativa, a etapa que segue, é a utilizacao do pacote CSU
[29] para a elaboragao do primeiro mapa de contato. Esta ferramenta utiliza dados
extraidos do PDB para verificar quais contatos estao sendo formados na proteina nativa,

utilizando todos os atomos e nao apenas os carbonos alfas, levando em consideragao
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fatores como: acessibilidade de solvente, interacao entre aminoacidos hidrofébicos e
hidrofilicos, a capacidade de certos aminoacidos efetuarem ligagoes de hidrogénio e etc.
Com este mapa finalizado, da-se o inicio da dinamica molecular utilizando o arquivo de
topologia gerado pelo Structure-based Models in Gromacs (SMOG) disponivel online
[30, 31]. A simulagao foi elaborada com os recursos computacionais do Shiva Cluster
do departamento de Fisica do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias exatas da
UNESP e realizada com o pacote de dinamica molecular GROMACS versao 4.5-5 [32]
utilizando integrador estocéstico e o acoplamento térmico de Berendsen. As proteinas
foram simuladas sobre 10° passos tendo as informacoes guardadas a cada 5000 passos,
obtendo no total 200000 frames. A coordenada de reacao utilizada para acompanhar o
enovelamento foi a fracao de contatos nativos Q, sendo que de acordo com a dinamica,
um contato nativo era aceito em uma conformacao I' se a distancia entre os aminoacidos
nesta conformagao era menor do que 1.2d;;, no qual d;; ¢é a distancia entre os residuos

na estrutura nativa.

Os perfis de grandezas termodinamicas, tais como, Energia térmica, Energia Li-
vre, Entropia e calor especifico foram calculados por meio do método dos multiplos his-
togramas (WHAM - Weighted Histograms Analysis Method [33]) detalhado no apéndice
A, sendo que a temperatura de enovelamento TR foi definida como a temperatura do

maior valor referente ao calor especifico.

A segunda etapa que estruturou este trabalho concerne no calculo dos contatos
nao-nativos. Neste caso, foi definido como um contato nao-nativo, todo e qualquer
contato entre dois aminoacidos separados por no minimo trés residuos e que estejam
distantes a no maximo 6A. Um fator limitante é que estes contatos nao podem estar
presentes na primeira lista de contatos gerada pelo CSU. Outro fator preponderante
para que um contato possa ser chamado de nao-nativo é que ele nao pode ter uma
probabilidade superior a 30% de estar presente nas estruturas com Q > 0.9. Sendo
assim, caso algum contato apresente uma probabilidade maior do que 30% de aparecer
nas configuragoes com Q> 0.9 ele é retirado da lista de contatos nao-nativos e é acres-
centado na lista de contatos nativos. Com um novo mapa de contato nativo, repete-se
os passos referentes a dinamica citados acima. Nao utilizamos o pacote CSU para
determinar o mapa de contato nao-nativo pois estamos interessados em ver aspectos
gerais, e o CSU utilizado depois da simula¢do computacional (feita com o modelo Ca)

restringe bastante a lista de contatos, o que nao é de nosso interesse.

Com o mapa de contato nativo e nao-nativo finalizados, é possivel calcular a
ordem de contato parcial e torna-la uma coordenada de reacao que possa servir para
acompanhar o processo de enovelamento. O mesmo procedimento feito com o WHAM

utilizando Q foi feito utilizando a ordem de contato parcial, CO, como coordenada.
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4.4 Calculo da variacao de contatos nao-nativos

A diferenca na quantidade de contatos nao-nativos entre o estado de transicao
para com o estado desenovelado (AA) foi realizada tomando a média da quantidade

de contatos nao-nativos (A) formados dentro de cada regiao.

AA = A(TS) — A(Unf) (4.2)

A regido de transigao (TS) e a regiao desenovelada (Unf) foram delimitadas
utilizando o perfil de energia livre para cada proteina. A regiao desenovelada envolve
todos os estados presentes desde a configuracao inicial (CO = 0 ou Q=0) até a con-
figuracao no qual a proteina atinge o valor de 15% de AF apds passar pelo primeiro
minimo de energia livre. Ja a regiao de transicao, envolve todas as configuragoes loca-
lizadas dentro da barreira de energia com valores de energia livre superiores a 85% de
AF. Sendo que AF foi calculado utilizando como base o pico da barreira de energia
livre (F7) e o primeiro minimo (F,, ), como exemplificado na figura 4.1. Os valores
de 15% e 85% que delimitam as regices desenoveladas e de transicao foram escolhidos
pois foram os valores que conseguiram separar melhor as duas regides em todas as

proteinas, mesmo aquelas que apresentavam baixissima barreira de energia livre.

Uni

40F

L
I
T

FikT)
N

|
|
I
! i
! |
L " 1 " L " i N i i H
50 00 150 0 0 5 10 i3 30 3
Contatos Nativos CO

Figura 4.1: Localizagao da regiao desenovelada e de transicao (a) Perfil de energia
livre (F) em fungao do nimero de contatos nativos para a proteina Ubiquitin. (b) Perfil
de energia livre (F) em fungao da ordem de contato (CO) para a proteina Ubiquitin. Q"
e CO" remetem respectivamente o nimero de contatos nativos e a ordem de contato do
primeiro minimo de energia livre. Q% e CO' remetem ao ntimero de contatos nativos e a
ordem de contato do pico da barreira de energia livre. Em (a) AF = F(Q') — F(Q"), em
(b) AF = F(CO%¥) — F(CO") . A regiao entre as duas linhas verticais tracejadas na cor
verde é a regiao chamada de desenovelada (Unf) e a regiao delimitada pelas linhas verticais
tracejadas na cor vermelha é a regiao de transicao (TS).



Capitulo 5

Resultados

5.1 Ordem de Contato Parcial como coordenada

de reacao

A ordem de contato calculada em funcao da fracao de contatos nativos se mos-
trou bem comportada e capaz de descrever o processo de enovelamento, apresentando
para todas as proteinas estudadas neste trabalho um crescimento praticamente linear

com a fragao de contatos nativos, como mostrado na figura 5.1.

(a)

20k y

tn
T

Figura 5.1: Ordem de contato (CO) em funcao da fragao de contatos nativos (Q)
(a) Dados obtidos para a proteina EnHD. (b) Dados obtidos para a proteina CSPTm

Para calcular as grandezas termodinamicas utilizando o WHAM, tivemos que
transformar os valores reais de CO em valores inteiros, permitindo a existéncia de
estados degenerados, ou seja, uma mesma ordem de contato poderia estar associada

a dois ou mais estados conformacionais. Esta degenerescéncia implica na diminuicao
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de pontos que formam os perfis de energia livre, entropia e energia térmica. Outro
fator que caracteriza CO quando utilizada como coordenada de reacao é que esta tem
a capacidade de nos dizer que tipo de contato estd sendo feito em um determinado

estado configuracional.

Para todas as proteinas estudadas houve um deslocamento para a esquerda da
posicao do pico da barreira de energia livre quando calculada utilizando CO em relagao
a posigao da barreira quando calculada utilizando Q (vide Tabela I). Este deslocamento
nos mostra que, utilizando QQ como coordenada de reacao, sabemos quantos contatos
sao feitos em um determinado estado mas nao sabemos que tipo de contato sao esses,
mas quando utilizamos a ordem de contato como coordenada e o pico se desloca para
valores pequenos de CO, isso nos mostra que para a proteina se enovelar ha a neces-
sidade de formar inicialmente contatos de curto alcance. A presenca de contatos de
curto alcance nas configuracoes localizadas no estado de pré-transicao nao foi somente
evidente nas proteinas formadas exclusivamente por a-hélice, mas também é bastante
visivel nas proteinas que apresentam grande quantidade de contatos de longo alcance na
estrutura nativa, como nas proteinas formadas exclusivamente por folhas-(, além disso,
os contatos com maiores probabilidades no estado de pré-transicao estao localizados
principalmente em regioes de "loopings” curtos da estrutura nativa. Ja os contatos de
longo alcance sao formados com grande probabilidade na regiao de transicao, ajudando

a proteina vencer a barreira energética, como exemplificado na figura 5.2
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Figura 5.2: Probabilidade dos contatos nativos da proteina CSPTm estarem for-
mados (a) Na regiao de pré-trasicao. Embaixo; Arranjo das estruturas secundérias de
acordo com a sequéncia de aminoacidos.As flechas preenchidas com a cor verde represen-
tam a formagao de folhas-f. (b) Diferenca na probabilidade entre a regiao de pés transigao

e P-TS.
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5.2 Variacao de contatos nao-nativos

De acordo com o modelo teérico desenvolvido por Clementi e Plotkin [8] o sinal
positivo ou negativo da variacao na quantidade de contatos nao-nativos é o que vai
definir se a frustracao favorece ou nao o enovelamento, sendo assim, temos na Figura

5.3 uma representacao tipica dos dois casos.
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Figura 5.3: Contatos nao nativos em fungao da ordem de contato normalizada.
(a) Nimero médio de contatos nao-nativos para a proteina EnHD. (b) Niumero médio de
contatos nao-nativos para a proteina CSPTm. (c) Variacao de contatos nao-nativos para a
proteina EnHD (d) Variacao de contatos nao-nativos para a proteina CSPTm. As linhas
tracejadas nas figuras (a) e (b) indicam onde foram delimitadas as regides: desenovelada
(Unf.), de transi¢ao (TS) e de pré transicio (P-TS). AA* = A(CO¥) — A(CO™/). CO*™ ¢
um estado conformacional localizado dentro da regido de transicio e CO"™ é o estado onde
estd localizado o primeiro minimo de energia livre.

De acordo com a Figura 5.3, podemos notar que para as proteinas nas quais

a frustragao dificilmente contribui de forma favoravel ao enovelamento (representados
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pela proteina EnHD), em nenhum, ou em poucos estados acessado pela proteina du-

rante todo o processo, o valor médio de contatos nao-nativos supera o valor referente

ao ponto localizado dentro do estado desenovelado. Por outro lado, vemos que para

as proteinas as quais a frustragao tem um grande potencial de ajudar o enovelamento,

a quantidade de contatos nao-nativos cresce consideravelmente apds o ponto escolhido

para representar o estado desenovelado (CO“"). E para todos os casos, o maior valor

de contatos nao-nativos aparece na regiao de pré-transicao, assim como descrito no

modelo tedrico.

Todos os resultados obtidos no calculo da variacao de contatos nao-nativos

podem ser vistos na Tabela I.

Tabela I: Dados obtidos para as 19 proteinas estudadas.

Nome M COt Q7 +COLy * AF(Q#) AF(CO#) AAQ) AACO)
ACR* 58 6 - 0.00 0.00 - -
HP36* 55 8 - 0.00 0.00 - -
PSBD* 64 11 - 0.00 0.00 - -
asD 136 15 1.38 0.21 0.52 -5.44 -11.6
PtABD 102 15 1.52 0.37 0.75 -0.98 -5.80
EnHD 111 16 1.11 0.75 0.74 -9.81 -13.3
M9 178 23 1.37 1.80 2.64 -4.44 -5.88
ACBD 182 26 1.08 1.32 2.03 -0.52 -6.80
HHCC 246 25 1.42 1.59 2.45 -7.10 -8.70
PtL 136 19 1.19 2.34 3.21 2.05 5.60
PtG 139 21 1.24 2.94 3.78 4.17 7.50
ADA2h 175 29 1.05 2.52 3.09 3.60 4.00
CI2 152 21 1.21 3.17 4.01 -1.25 -2.60
SH3 152 22 1.02 4.03 4.38 3.94 3.40
Ubiquitin = 188 24 1.39 4.27 5.01 1.27 1.46
CSPTm 180 20 1.20 5.95 6.66 5.00 3.78
HPr 222 31 1.23 5.69 6.77 1.30 1.85
aAIT 196 27 1.30 6.65 7.00 11.68 9.56
TWIg 253 33 1.79 5.98 6.93 10.19 11.32

* Relagao entre a posicao do pico de energia livre quando calculado em funcao

de Q e quando calculado em funcao de CO.

b Variacao na fracio de contatos nao-nativos x 1073,

* Proteinas que nao apresentaram barreira de energia livre
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Dentre as 19 proteinas testadas, trés nao apresentaram barreira de energia livre,
seja utilizando Q ou CO como coordenada de reacao. Neste caso, se a proteina nao
apresenta barreira de energia livre, nao hé porque tentar diminui-la ainda mais, por-
tanto, para estas proteinas o acréscimo de frustracao sé atrapalharia o enovelamento.
Somente quatro proteinas conflitam a teoria com o que mostra os dados obtidos com-
putacionalmente por Contessoto ET al, no qual as proteinas: IM9, ACBD, HHCC e
CI2 possuem uma frustracao 6tima diferente de zero, e era de se esperar que o AA
destas proteinas fossem positivos. Porém, exceto para a CI2, a frustragao étima para

as outras trés proteinas é o menor valor que fora testado por Contessoto et al [7].

Talvez, um maior refino na forma de calcular a frustracao 6tima para cada
proteina testada por Contessoto e colaboradores eliminasse os resultados que entraram
em discordancia com o que foi proposto no modelo analitico, ou seja, a frustragao 6tima
para as proteinas HHCC, ACBD, IM9 e CI2 poderiam ter o valor de e'}pt alterado para
e‘}p * = 0. Por outro lado, definir que a frustracio energética favorece o enovelamento
olhando somente para o sinal da variacao na quantidade de contatos nao-nativos soa
como um fator demasiadamente abrupto para separar os dois casos. Na proxima secao,
serd introduzida a idéia de uma regiao intermediaria entre os dois extremos, separadas

principalmente pela altura da barreira de energia e pela estrutura nativa adquirida.

5.3 Correlacao entre frustracao, ordem de contato

e fracao de contatos nao-nativos

De acordo com o modelo analitico desenvolvido por Clementi e Plotkin, o favo-
recimento no processo de dobragem estd diretamente correlacionado com a quantidade
de contatos nao-nativos que sao formados dentro do estado de transicao quando compa-
rados com a quantidade de contatos nao-nativos que aparecem no estado desenovelado,
e de acordo com esta quantidade, a frustracao energética pode aumentar ou diminuir
a barreira de energia livre. A figura 5.4 nos traz a exata correlagao entre a altura da
barreira de energia livre e a variacao na quantidade de contatos nao-nativos de acordo

com os dados das 19 proteinas estudadas.

A correlacao linear de 0.81 entre a variacao na quantidade de contatos nao-
nativos e a altura da barreira de energia livre, nos mostra que ha uma forte correlacao
entre estes dois parametros, o que de certa forma corrobora o modelo analitico. Po-
demos verificar na figura 5.4 que as proteinas foram suavemente separadas em trés

grupos, separados da ordem de 1kT de diferenca na altura da barreira;
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Figura 5.4: Correlagao entre altura da barreira e variagao na quantidade de con-
tatos nao-nativos Dados extraidos da Tabela 1 utilizando a ordem de contato como coor-
denada de reacao. As proteinas estao coloridas de acordo com a estrutura nativa depositada
no PDB. AF é a altura da barreira de energia livre, AA é a variacdo na fracdo de contatos
nao-nativos. A Correlagao linear entre AF e (AA) é de 0.81

Grupo A = ACR, HP36,PSBD, a3D, PtABD e EnHD;
Grupo B = IM9, ACBD, HHCC, PtL, PtG, ADA2h, CI2, SH3 e Ubiquitin;
Grupo C = CSPTm, HPr, « AIT, TWIg;

De posse da figura 5.4, podemos pensar na formagao dos trés grupos como
um ponto de convergéncia entre os resultados propostos pelo modelo analitico e os
resultados obtidos na determinacao da frustracao étima calculado por Contessoto e
colaboradores, pois a formacao destes trés grupos nos remete a um possivel grupo
intermediario (Grupo B) que estaria entre o grupo no qual as proteinas sao incontesta-
velmente desfavorecidas (Grupo A) pelo acréscimo de frustragao energética e o grupo
nos quais as proteinas sao favorecidas (Grupo C), sendo que aquelas quatro proteinas
(IM9, HHCC, ACBD e CI2) estariam localizadas neste grupo intermedidrio.

Separando as proteinas nestes trés grupos, podemos notar que o grupo cuja
frustracao desfavorece o enovelamento seria povoado principalmente por proteinas com
estrutura em a-hélice. Ja na regiao intermediaria estariam principalmente as proteinas
formadas pela associacao de a-hélice e folhas-3, e na regiao na qual as proteinas seriam
favorecidas pelo acréscimo de frustracao estariam aquelas formadas principalmente por
folhas-£. Dada a relagao entre os grupos com a estrutura nativa, é de se esperar uma

boa correlacao entre AA e ordem de contato, o que pode ser visto na figura 5.5.

As boas correlagoes entre AA com AF e RCO torna a associagao entre a ordem
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Figura 5.5: Correlacao entre ordem de contato relativa (RCO) e variagao na
fracao de contatos nao-nativos (AA) Dados extraidos utilizando a ordem de contato
como coordenada de reacao. As proteinas estdo coloridas de acordo com a frustracido 6tima

determinada por Contessoto ET al [7]. A Correlagao linear entre RCO e (AA) é de 0.81

de contato e a altura da barreira de energia livre bons candidatos para prever o efeito

da frustracao energética nas proteinas, assim como foi proposto por Contessoto e cola-

boradores. A correlagao linear de 0.84 entre RCO x AF com AA ilustrado na figura

5.6 aproxima mais uma vez o modelo analitico dos resultados computacionais, confir-

mando a boa correlagao entre a quantidade de contatos nao-nativos com a presenca de

uma frustracao étima.
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Figura 5.6: Correlagao entre RCOxAF e AA. Dados extraidos utilizando a ordem de
contato como coordenada de reacao. As proteinas estao coloridas de acordo com a frustracao
6tima determinada por Contessoto ET al [7] e est@o representadas de acordo com a estrutura

nativa no PDB. A Correlagao linear entre RCOXAF e (AA) é de 0.84



Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas Futuras

A ordem de contato utilizada como coordenada para acompanhar o processo
de enovelamento se mostrou capaz de substituir a ja bem estabelecida fracao de con-
tatos nativos no modelo analitico, visto que todos os resultados obtidos utilizando a
fragdo de contatos nativos (Q) concordaram qualitativamente com os resultados obti-
dos utilizando a ordem de contato parcial (CO), e uma vez que estudos correlacionam
frustracao com ordem de contato, se mostra oportuno utilizar a ordem de contato como
coordenada de reacao em um modelo analitico que estuda o efeito da frustracao no eno-
velamento. Além disso, a utilizacao da ordem de contato para descrever o processo de
enovelamento nos traz informacoes diferentes das que sao obtidas quando realizadas
utilizando a fracao de contatos nativos, aumentando nosso nivel de conhecimento so-
bre o assunto. Tais informacoes explicitaram a necessidade das 19 proteinas estudadas
em iniciar o processo de enovelamento formando contatos nativos entre aminoacidos
préximos, sendo que os contatos entre aminodacidos distantes sao feitos durante e pds

a regiao de transicao, auxiliando a proteina ultrapassar a barreira de energia livre.

De acordo com os resultados, quanto maior a presenca de contatos de longo
alcance na estrutura nativa maior é a quantidade de contatos nao-nativos no estado
de transicao e de pré-transicao. Sendo assim, a insercao de uma energia de interacao
entre os aminoacidos que efetuam um contato nao-nativo estd diretamente relacionado
com a capacidade da frustracao em diminuir o tempo de enovelamento, visto que estas
proteinas com grande presenca de contatos nao-nativos sao também as que apresentam

um valor maior de frustragao 6tima.

A boa correlagao entre altura da barreira sem frustracgao, variagao na fracao de
contatos nao-nativos e ordem de contato, aproxima o modelo tedérico desenvolvido por

Clementi e Plotkin dos resultados obtidos para proteinas reais por meio de simulagao
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computacional utilizando um potencial com frustragao [7]. Além disso, temos mais
um indicio de que estes parametros podem servir para prever o efeito do acréscimo da
frustracao no enovelamento, sem precisar inserir termos especificos de frustragao na
simulagao, assim como foi feito neste trabalho. Desta forma, de acordo com os resulta-
dos obtidos, vemos que o acréscimo de frustragao dificilmente favorecerd as proteinas
que apresentam baixa barreira de energia livre e baixa ordem de contato, formados
estritamente por a-hélice. Ja para proteinas com alta barreira de energia e alta ordem
de contato, representadas tipicamente por proteinas com grande presenca de folhas-/3,
o acréscimo de frustragao energética provavelmente favorecerda o processo de enovela-

mento.

Em trabalhos futuros devera ser calculado a altura da barreira de energia livre
acrescentando um pouco de frustracao nestas mesmas proteinas, mantendo o mesmo
mapa de contato, para que seja possivel entao verificar a diferenca entre a altura da
barreira de energia livre sem frustragao e com frustragao energética, verificando se esta
diferenca correlaciona bem com os outros termos presentes na Eq.3.19. Desta forma,
além de dizer em quais proteinas o acréscimo de frutracao favorece o enovelamento,
serd possivel prever qual o valor da frustracao energética, e determina-la tanto compu-

tacionalmente quanto teoricamente.
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Apéendice A

WHAM — Weighted Histograms
Analysts Method

O método dos miiltiplos histogramas tem como objetivo aumentar a informagao
sobre o sistema. Utilizando valores oriundos da simulacao em uma gama de tempe-
raturas, fazemos com que os dados sejam melhores amostrados para que se possa ter
uma boa estatistica sobre as conformacoes adquiridas pelo sistema. Combinando as
saldas das simulac¢oes para uma tnica proteina com o WHAM, somos capazes de gerar
grandezas termodinamicas, principalmente, no que se diz respeito aos perfis do calor
especifico de acordo com a temperatura e a energia livre do sistema com relacao a

coordenada de reagao, por exemplo Q [25, 23, 34].

O método é baseado no fato de que o logaritmo da distribuicao de probabilidade
P(Q) dos valores correlacionados com um certo Q em uma temperatura fixa pode servir

como uma estimativa do perfil da energia livre para aquela temperatura [25].

Utilizando dados da mecanica estatistica, para um conjunto de N simulacgoes

com C), configuragoes para a temperatura 7,, = temos que a densidade de estado

1
kBBn’
¢ dada por:

QH(Q) = Hn(Q) exp (Bl — fn) (Al)

no qual H,(Q) é o histograma da coordenada Q e f,, é a energia livre adimensional.
Os valores para f, sao dados arbitrariamente, e ao longo do método sao realizados

interacgoes que testam os valores até que se atinja a convergéncia esperada.

A probabilidade de o sistema adquirir a conformacao Q numa dada temperatura

T, é calculada da seguinte forma:
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_ a]zvzl H,(Q) exp(—B,E)
Ple)= S Cu(Q) exp(—BuE + fn)

(A.2)

De posse da probabilidade calculada de acordo com a equacao A.2, podemos

calcular a energia livre do sistema e as demais grandezas termodinamicas:

exp(—f) =>_ P(Q) (A.3)



Apeéendice B

Correlacao entre frustracao 6tima e

ordem de contato absoluta

Contessoto et all [7, 24, 23], por meio de dinamica molecular acrescentando um
novo termo associado a frustracao ao potencial do modelo C,, conseguiram separar
em dois grupos as mesmas 19 proteinas utilizadas neste trabalho. A distincao foi feita
de acordo com ordem de contato absoluta e altura da barreira de energia livre. O

potencial acrescido ao modelo C,, estéd representado na equacao B.1

(rij — d)?
Vi(r) = —epexp [—Ufz (B.1)
d é a média das distancias dos contatos nativos, o =1 Ae € ¢ o parametro de

frustracao em unidades de ..

Em um dos grupos, foi detectado que a presenca de frustracao sempre atrapalha
o enovelamento. Ja no outro grupo de proteinas, foi determinado uma frustracao étima
diferente de zero, que favorecia o processo de enovelamento. Os dois grupos podem
ser visualizados na Figura B.1. A correlacao encontrada pelo produto entre a ordem
de contato absoluta com a altura da barreira de energia de acordo com a frustragao

otima, pode ser vista na Figura B.2.

42



43

7 . |
£ o
6 = nfm VAT .
5| @ 0.05 gsrrm, TViEw |
¢ 0.10 Obiagin:
W 4r|a ors ci2g 3 .
< 4 020 . -0
3r|v 025 p. ®ADA2h .
ol IM9 o HHCC i
mACBD
1+ EnHD ]
PIABD @
HP36 @ , ,
0 ACR PSBD a,D 10 15 20

ACO

Figura B.1: Representacao da relagao entre barreira de energia livre AF e a
ordem de contato absoluta ACO para todas as proteinas. O valor da frustracao
6tima de cada proteina é apresentado pelas diferentes cores e formatos geométricos.
Figura extraida de [23].
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Figura B.2: Representagao do produto AF x ACO em funcgao da frutragao

6tima e;p *. Foi encontrado um valor de correlacio positiva de 0.95. Figura extraida
de [23].



Apéndice C

Manuscrito em producao

Manuscrito em elaboracao “Quantifying contact order and free energy barrier
correlation with nonnative interactions for protein folding speed limit”. Esta versao é
a primeira que foi elaborada e esta em fase de criacao. O manuscrito discute, além da

teoria e metodologia utilizada, os resultados encontrados durante o mestrado.
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Abstract

Protein folding is essential for the maintenance of living systems and the physico-
chemical principles, which governs this process, became a central problem for the
human life longevity. In this context, the energy landscape theory has been support-
ing theoretical and experimental advances in the understanding of protein folding
mechanisms. The energy landscape of globular proteins resembles a funnel of struc-
tures progressively folded en route to the native state, minimally frustrated state. It
is well stablished that an addition of small amount of energetic frustration enhances
folding speed for certain proteins. We applied the C, structure-based model to sim-
ulate a group of proteins with the contact order (C'O) as the reaction coordinate and
we found that CO and free energy barrier at the transition state (AF') correlates
with nonnative contacts variation (AA) at the optimum frustration regime. We also
found that AF and AA cluster the simulated proteins by their fold motifs. These
computational findings are corroborated by analytical model. As a consequence,

optimum frustration regime for protein folding can be predicted analytically.

Introduction

The underlying folding mechanism of a polypeptide chain to its compact three-dimensional
structure is one of the grand challenges of modern science. Failure in the process to achieve
the correct folded native state can cause a series of pathological conditions like neurode-
generative disorders, including Alzheimer’s and Parkinson’s diseases [1]. Understanding
the thermodynamics and kinetics of protein folding can shed some light on the prevention
of these neurodegenerative disorders. Over the last decades, the energy landscape the-
ory has been a consistent framework in revelling protein folding mechanisms [1-5]. This

theory states that the energy landscape of globular proteins resembles a funnel of struc-



tures progressively folded en-route to the native state with its bottleneck narrowed at the
transition state in between unfolded and folded ensembles [6-9]. The energy landscape
theory is successful in explaining qualitatively and quantitatively folding studies in theo-
retical [10-13] as well as experimental [14-17] investigations. Computational models has
been developed based in the energy surface idea in order to predict folding mechanisms,
rates and stability parameters, which correlates with wet-lab experiments [9, 18-22].

The funnel theory delineates protein folding as an ensemble of conformations gradu-
ally diffusing from the unfolded state, high entropic and energetic conformations at the
top of the surface funnel, to the native state, lowest entropic and energetic state at the
bottom [23-27]. Proteins are naturally designed so that the folding pathways down the
funnel are not dominated by bumps due to local energetic traps, roughness in the energy
surface [28-33]. Well-designed sequences have the ability to fold completely in biologi-
cal time scale and the funnel slope must be steep enough to overcome these bumps and
minimize local energetic trapping, or energetic frustration [21]. Frustration occurs due to
the impossibility of satisfying all favorable energetic interactions simultaneously during
folding events [34-37]. Kinetically foldable proteins tend to maximize propitious interac-
tions, thus biological proteins where naturally selected throughout the evolution process
so that the native state is minimally frustrated [34-36]. Apart from energetic frustration,
protein topology, given by the chain connectivity (backbone), shapes folding reaction as
the protein surpasses the energetic barrier located at transition state and becomes more
natively-like. Protein native topology and minimally-frustrated landscape are the key in-
gredients for the structure-based (Go) model employed here to carry molecular dynamics
simulations [38-40]. The native structure-base model is absent of nonnative energetic
frustration and topology effects and yet, the model captures important characteristics of

protein folding mechanisms when applyed with computer simulations [39,41].



In the previous work [42], it was quantified the optimum energetic frustration that can
be added to the structure-based model in order to enhance folding rates. It was found
that the optimum frustration regime correlates with the free energy barrier and the Baker
contact order [43]. The energy landscape theory for the folding speed limit upon the
effect of nonnative energetic frustration is well establish [44,45]. In this manuscript, we
connect the missing link between theory [45] and simulation [44]. Using contact order
as the reaction coordinate, we found that at the optimum frustration regime, the free
energy barrier correlates with the nonnative contacts variation, a parameter which can be
obtained by the analytical model. Our main goal was to determine, for a given protein,
the optimum nonnative energy for the folding speed limit by an analytical model and with

low computation effort.

Methods

To test the correlation between the difference in the amount of non-native contacts in the
transition state toward the unfolded state, with the presence of a optimal frustration and
the contact order, we used as an object of study a group of 19 proteins [42] . Proteins are
coarse-grained in C,, atom level of simplification [12,39]. The details of how the simulation

was taken can be seen in the Support Information.

Contact order

The concept of contact order was introduced by Plaxco, Simons and Baker [43] as a
parameter that would demonstrate the importance of local or non-local contacts for a
native state protein. The contact order is an average between the pair distances that

make a contact, and there are huge evidences that the folding rates for small proteins



with two states is related to the contact order associated with the native structure [41].
If this contact order, called absolute (ACO), is divided by the number of amino acids in
a protein, the parameter is now called relative contact order.

Relative contact order

M
1
RCO = mZASi,j, (1)

Being AS; ; the distance in residues that separate two amino acids that make a native
contact, M the total amount of native contacts and L the amount of amino acids in
a protein. The contact order can also be used to monitor the process of folding when
calculated in along the parameter () (fraction of native contacts). In this case, we have

the partial contact order [41], given by the following expression:

Mo 1 10,
CO(Q) — Zz:l 1<Q1>7 (2)
Mg
in which My, is the total amount of possible contacts when a protein possess a order
parameter Q. L; is the distance, in residues, along the chain between amino acids that

compose the contact i. (Q;) is the probability that the contact ¢ has on forming when

there is a configuration with Q fraction of formed native contacts.

Nonnative contacts variation

Any contact between two amino acids separated by, at least four residues, that are far away
from each other at maximum 6A has been defined as a non-native contact. A limiting
factor is that these contacts cannot be present at the first list generated by CSU [46].
Another important factor so the contact can be called non-native is that it cannot have
a possibility over 30% of being present on structures with Q > 0.9. Thus, in case any

contact have a probability over 30% it is taken off the list of non-native contacts and it



is added to a native contacts list.

Having finished the map of native and non-native contacts, it is possible to calculate a
partial contact order and make it a reaction coordinate to accompany the folding process.
The same procedure to outline the thermodynamic quantities done with WHAM [47,
48] using Q as the order parameter was done using the partial contact order, CO, as
coordinate.

The difference in quantity on non-native contacts between the transition state and the
unfolded state (AA) was made using the average of quantity of non-native contacts (A)

created inside each region.

AA = A(TS) — A(Unf) (3)

The place of transition (TS) and the unfolded region (Unf) were boarded using a
profile of free energy to each protein. The unfolded region involves all states since the
initial configuration (CO = 0) until the configuration in which the protein reaches a value
of 15% of AF after going through the first minimum in free energy. The transition region
involves all configurations located inside the energy barrier with values of free energy
above 85% of AF. AF was calculated based on the peak of the free energy barrier (F7)

and on the first minimum (F,, ), as shown in Figure 1.

Effect of nonnative interactions on the free energy barrier

Two order parameters are used to describe the process of folding at analytic model devel-
oped by Clementi and Plotkin [45]: the fraction of native contacts (Q) and the fraction of
non-native contacts (A). These two order parameters have values between 0 and 1. When

Q = 0, the protein is found unfolded, whereas when Q = 1 it is in its native form. The



fraction of non-native contacts depends of ), so the more native contacts formed, less
non-native interactions are allowed, which, eventually, in a theoretical model, does not
allowed the presence of non-native contacts when Q = 1. Being the energy of the native
state given as Ey and the total amount of contacts in a native state given as M, it is
known that:

Enx = Me = zNe, (4)

e is defined as the mean native attraction energy (¢ < 0). N e z are the number of
amino acids of the protein and the amount of contacts per residue, in that order. The
variance in the native interaction energies is not considered (d¢* = 0).

Two energy scales are used to analyze the non-native contribution, which are: the mean
energy of a nonnative interaction e¢yy and the energetic variance of nonnative interaction
b2. However, non-native interactions are designed to be weaker when compared to native
interactions.

Being the conformational entropy S. described along with ) and A, the energies of
configurations for an ensemble of states characterized by (Q, A) is assumed Gaussianly
distributed with mean of QMe + AMeyy and variation of AMb?. Using tools provided
by statistical mechanics, thermal energy expressions, free energy and entropy in function

with @, A and T" can be found:

2
%:EQ—FA(ENN—%) (5)

- e

S(Q}\;LT) Sc(% 4) _ ( ’ )A

in which s.(@, A) is the conformational entropy per residue.



—F<Q}\/}4’T) =eQ + ((—:NN — b—) A— —TSC(EQ,A) (7)

According to Cecilia and Plotkin, the conformational entropy S.(Q, A) is calculated
using the mean field theory and it is made in terms of non-native packing fraction 7.
When =1, the number of non-native contacts reach its maximum M A,,,, = Mn(1 —Q).
In this case, the conformational entropy of a polymer with QQ native contacts and packing

fraction 7 is given as:

5.4Qun) =N - @) = (1) - g [(M)/ = 1] 1w

Sc(Qa 77) = N(l - Q)SNN(Qa 77)7 (9)

in which In (g) is the maximum entropy per residue at collapsed state, and 77(Q) =

(Q)~%/2, in which [ is the average length of looping formed by native contacts in a certain
Q.

According to the analytic model, at the time in which the state of folding and unfolding
have the same probability it is said that the protein is in its folding temperature Tr°. This
state is given by the Equation 7 when F'(0, A) ~ F(1,0) and eyy = b* = 0.

Considering () ~ 0 at unfolded state and A = 0 at folded state, the folding temperature

is as it follows:

1o — 7

= 50, A0) (10)

in which A*(Q) is the most probable value of A in a certain Q.

Using the following definitions:



AX(Q) = A(Q) - A') (1)
Asin(Q) = smn(Q, A%(Q)) — 54 (0, A™(0)) (12)

it is possible to calculate the discrepancy of free energy between the unfolded state

and a state with any Q and A,

AF(Q,T) = F(Q,A(Q),T) — F(0,A4%(0),T) (13)

Calculating the changing of free energy between a unfolded state and the transition
state at folding temperature Tr° is found that: the height of the free energy barrier (AF7)
corresponds to the height of the free energy barrier between the same states at the absence
of non-native forces (AF°7) added from a term referred to a frustration, as represented

in the Equation 14 below:

AF?  AF°?
Tro  Tge

ENN b2
M — AA(Q7 14
o (G ) M@, (1)

Since eyy has always a negative value, the Equation 14 must be analyzed in two
circumstances. First, if AA*(Q7) > 0, there’s a decrease in the free-energy barrier when
compared with the absence of non-native interactions (AF7 < AF°7), thus the non-
native interactions would be responsible for the decrease of the energy barrier. However,
the opposite happens when AA*(Q7) < 0, or, in other words, proteins in which this last
case happens, the non-native interactions are responsible for the increase of the barrier,

decreasing the folding rates.



10

Results

Contact Order as the reaction coordinate

The contact order calculated in function of the fraction of native contacts proved to be
well behaved and able to describe the folding process, reporting for all proteins studied in
this work an almost linear growth with the fraction of native contacts, as shown in Figure
2.

Transforming the real values of CO in integer values were necessary to calculate the
thermodynamic quantities using WHAM, allowing the existence of degenerate states,
i.e., the same contact order could be associated with two or more conformational states.
This implies in a decrease of points that form the profiles of free energy, entropy and
heat energy when compared to profiles using the fraction of native contacts Q as the
order parameter. Another factor that differs the contact order when used as the reaction
coordinate, is that it has the ability to tell us what kind of contact is being made in a
particular conformational state.

The peak of free energy barrier was displaced to the left in all profiles studied when
calculated using the contact order, compared with the position when calculated using
Q. This shift shows that, using Q as order parameter, it is known how many contacts
are required for the protein overpass the energy barrier, but it isn’t known what type of
contact is being made. When the contact order is used as coordinated and the peak is
displaced to small values of CO, this shows that for the protein to overpass the free energy
barrier and get in the folded state, short-range contacts are initially needed. The presence
of short-range contacts in settings located in the pre-transition state was not only evident
in proteins formed exclusively of a-helix, but it is also quite visible in proteins displaying

large amount of long-range contacts, such as those formed solely by [-sheets.
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Nonnative contacts variation

According to the theoretical model developed by Clementi and Plotkin, positive or nega-
tive sign of the variation in the amount of non-native contacts will determine if frustration
favors, or not, the folding process, so we have in Figure 3 a typical representation of the
two cases.

According to the Figure 3, it is noted that for proteins in which the frustration hardly
contributes favorably to the folding process (represented by ENHD protein) in none, or in
a few states accessed by the protein throughout the process, the average number of non-
native contact exceeds the value of the point located inside the unfolded state. On the
other hand, it is seen that for proteins which frustration has great potential to assist the
folding process, the non-native contacts quantity increases considerably after the point
chosen to represent the unfolded state. And all cases, the largest numbers of non-native
contacts appear on the pre-transition region, as described in the theoretical model.

All results obtained in the calculation of the nonnative contacts variation can be seen
in Table I.

Among the 19 proteins tested, three didn’t show free energy barrier using either Q
or CO as the reaction coordinate. In this case, if the protein has no free energy barrier,
there is no reason to reduce it even more, so for these proteins, the addition of frustration
hinders the folding.

Only four proteins opposed the analytical theory with the data obtained computa-
tionally by Contessoto ET al, in which proteins: IM9, ACBD, HHCC and CI2 have an
optimal frustration different of zero, and it was expected that the AA of these proteins
would be positive. However, except for CI2, the optimal frustration for the other three
proteins is the lowest value that was tested by Contessoto et al.

Perhaps, further refining the calculation of the optimal frustration for each protein
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tested by Contessoto et al, would eliminate the results that came into disagreement with
what was proposed in the analytical model, ie the optimal frustration for HHCC, ACBD,
IM9 and CI2 could be changed for e‘}p * = 0. On the other hand, it sounds too abrupt
to define that the energetic frustration favors the folding looking at only the sign of the
variation in the amount of non-native contacts. In the next section, will be introduced
the idea of an intermediate region between the two extremes, separated mainly by the

energy barrier height and the native structure acquired.

Correlation between free energy barrier, contact order and non-

native contacts

According to the analytical model, the assistance in the folding process is directly cor-
related with the amount of non-native contacts which are formed in the transition state
compared to the amount of non-native contacts that appear in the unfolded state, and
according to this quantity, energetic frustration can increase or decrease the free energy
barrier. The Figure 4 brings us the exact correlation between the free energy barrier
height and the variation in the amount of non-native contacts according to the data of 19
proteins studied.

The linear correlation value between the variation in the amount of non-native contacts
and free energy barrier height shows that there is a strong correlation between these two
parameters, which in a way confirms the analytical model. In Figure 4 (a), we can check
that the proteins were gently separated into three groups, separated in the order of 1kT
difference in height of the barrier;

Group A = ACR, HP36,PSBD, a3D, PtABD e EnHD;

Group B = IM9, ACBD, HHCC, PtL, PtG, ADA2h, CI2, SH3 e Ubiquitin;
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Group C = CSPTm, HPr, oAIT, TWIg;

The formation of the three groups is thought as a convergence point between the results
proposed by the analytical model and the results obtained in the determination of optimal
frustration calculated by Contessoto et al, since the formation of these three groups leads
us to a possible intermediate group (group B ) that would be among the group in which
the proteins are unquestionably favored (group C) by the addition of frustration and the
group in which proteins aren’t favored (group A), and those four proteins (IM9, HHCC,
ACBD and CI2) are located in this middle group.

Separating the proteins in these three groups, it is noted that the group whose frus-
tration impair the folding process would be populated mainly by proteins with helix-a
structure. Already the intermediate group would be formed mainly by proteins with the
association of helix-a and f(-sheets, and at last, in the group in which proteins would
be favored by the addition of frustration would be formed primarily by proteins with
[B-sheets. Given the relationship between the groups treated with the protein’s native
structure, it is to be expected a good correlation between AA and contact order, which
can be seen in Figure 4 (b).

The good correlation between AA, AF and RCO makes the association between the
contact order and the free energy barrier height good candidates to predict the effect
of energetic frustration on the proteins, as well as proposed by Contessoto et al. The
linear correlation value of 0.84 between RCOxAF with AA illustrated in Figure 5 closer
again the analytical model and the computational results, confirming the good correlation

between the amount of non-native contacts with the presence of an optimal frustration.
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Conclusions

The contact order used as a coordinated to accompany the folding process showed itself
able to replace the well-established fraction of native contacts in the analytical model,
since all the results obtained, using the fraction of native contacts, agreed qualitatively
with the results obtained via partial contact order. Furthermore, the use of the contact
order to describe the folding process brings us different information from those ones ob-
tained when performing the fraction of native contacts. This fact increases our level of
knowledge on the matter. Such information made explicit the necessity of the protein
to form short-range native contacts to starts de folding process, and to form long-range
contacts to overcome the free-energy barrier. This dependence must be correlated with
the entropic cost of forming long-range contacts in relation to the entropic cost of forming
short-range contacts.

Although it appears to be controversial that the presence of non-native contacts may
favor the folding process, this must be explained mainly because, when inserting an en-
ergetic frustration, we add an attractive interaction energy in the midst of the contacts,
that, in some ways, may favor the approach of amino acids that will make contacts in
the native structure, accelerating the kinetics of the process, especially in proteins with
[-sheet structures, due to the a larger presence of long-range contacts and, as discussed
in the paragraph above, long-range contacts are formed with higher probability after the
proteins win the energy barrier. The energetic frustration has a limit. In order to this
limit act favorable on the folding process, it must be related to a threshold value in which
the native state is still more stable than unfolded states.

The good correlation among barrier height, variation in the fraction of non-native

contacts and the contact order brings closer the theoretical model developed by Clementi
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and Plotkin to the results for real proteins by means of computer simulation. In addition,
we have further evidence that these parameters can be used to predict the addition of
frustration effects in folding, without insert specific terms of frustration in the computa-
tional simulation. Thus, according to the results, we see that the addition of frustration
hardly favors the proteins that have low free-energy barrier and low contact order, formed
strictly by a-helix. So, for proteins with high energy barriers and high contact order,
typically represented by proteins with large presence of [-sheets, the increase of energetic

frustration probably favors the folding process, decreasing the folding time.
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Table

Table I. Data obtained for the 19 proteins studied.

Protein M COt Q7, +COZ%, * AF(Q#) AF(CO#) AAQ) AACO)

ACR* 58 6 - 0.00 0.00 - -

HP36* 25 8 - 0.00 0.00 - -

PSBD* 64 11 - 0.00 0.00 - -

asD 136 15 1.38 0.21 0.52 -5.44 -11.6
PtABD 102 15 1.52 0.37 0.75 -0.98 -5.80
EnHD 111 16 1.11 0.75 0.74 -9.81 -13.3
IM9 178 23 1.37 1.80 2.64 -4.44 -5.88
ACBD 182 26 1.08 1.32 2.03 -0.52 -6.80
HHCC 246 25 1.42 1.59 2.45 -7.10 -8.70
PtL 136 19 1.19 2.34 3.21 2.05 5.60
PtG 139 21 1.24 2.94 3.78 4.17 7.50
ADA2h 175 29 1.05 2.52 3.09 3.60 4.00
CI2 152 21 1.21 3.17 4.01 -1.25 -2.60
SH3 152 22 1.02 4.03 4.38 3.94 3.40
Ubiquitin 188 24 1.39 4.27 5.01 1.27 1.46
CSPTm 180 20 1.20 5.95 6.66 5.00 3.78
HPr 222 31 1.23 5.69 6.77 1.30 1.85
aAIT 196 27 1.30 6.65 7.00 11.68 9.56
TWIg 253 33 1.79 5.98 6.93 10.19 11.32

@ Relationship between the free energy peak position when calculated in terms of
Q and when calculated in terms of CO.
b Variation in the fraction of nonnative contacts x1073.

* Proteins that showed no free energy barrier
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Figure legends

Figure 1. Free energy profile (F) in function with the contact order (CO). CO" and CO*
are, as it follows, the contact order of the first minimum of free energy, and the contact
order of the peak of a free energy barrier. AF = F(CO")— F(CO"). The region between
two first lines traced is called unfolded region (Unf) and the region limited by the third

and forth line, which envolves the free energy barrier peak, is called transition region (T'S).

Figure 2. Contact order (CO) in function of native contacts fraction (Q). (a) Data ob-

tained for the EnHD protein. (b) Data obtained for the CSPTm (protein).

Figure 3. Non-native contacts in function of the normalized contact order. (a) Average
number of non-native contacts for the EnHD protein. (b) Average number of non-native
contacts for the CSPTm protein. (c¢) Variation of non-native contacts for the EnHD pro-
tein. (d) Variation of non-native contacts for the CSPTm protein. The traced lines in
Figures (a) and (b) indicate where the regions were limited: unfolded (Unf), transition
(TS) and pre-transition (P-TS). AA* = A(CO¥) — A(CO"™). CO® is a conformational

state localized inside the transition region and CO**f is the state where the firs minimum

of free energy is located.

Figure 4. (a)Correlation between the free-energy barrier height and the variation of the
amount of non-native contacts. Data obtained from Table 1 using the contact order as
coordinate of reaction. The proteins are colored according to the native structure in the
PDB. AF is the height of free-energy barrier while AA is the variation in non-native

contacts fraction. The linear correlation between AF and (AA) is of 0.81.
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(b)Correlation between the relative contact order and the variation in quantity of non-
native contacts. Data obtained from Table 1 using the contact order as coordinate of
reaction. The proteins are colored according to the optimal frustration determined by
Contessoto ET al [42]. RCO is the relative contact order, AA is the variation of non-

native contacts fraction. The correlation between RCO and (AA) is of 0.81.

Figure 5. Correlation between RCO xAF e AA. Data obtained using the contact
order as coordinate reaction. The proteins are colored according to the good frustration

determined by Contessoto ET al [42] and are represented according to the native structure

in PDB. The linear correlation between RCO xAF and (AA) is of 0.84.
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Support Information

Quadro 1 Proteinas Estudadas

# a.a. Cartoon NIDME FE

HP36 1w 36 55 * 1 ADAZR 1PBA a1 175 3;&
3 ¥

#

a3D IA3ID 73 136 {g SH3 1FMK 61 152 é

PIABD 1BDC 60 d0r N Ubiquitin 1UBQ 76 188 ; ‘@
“%" 3.

EnHD 1ENH 104 111 »  CSPTm 1GBP 65 180

L
M8 DmP BE 178 %% aAIT AT 74 198

ACBD 24D 86 182 t%i?\‘ HPr  1HDN 85 222 _3\9

- Il
HHEC 1HRC 104 246 9 TWig 1wl 83 253 %
| "

PHL 2PTL 60 136 %

#a.a. = Numero de aminoacidos na cadeia. M = Contatos Nativos

Structure-based C, model

O modelo Ca ¢é dito um modelo baseado em estrutura visto que utiliza parametros obtidos

da resolucao estrutural de proteinas depositadas em bancos de dados, como o PDB [1], a



fim de construir o potencial energético que define as conformacoes de uma dada proteina.
Durante a dinamica no qual o modelo Ca é submetido, o potencial que define a energia
das conformagoes é do tipo Go [2] no qual a ideia principal é dar importancia para as
interagoes entre aminodacidos que residem nos contatos nativos, e em seguida, escolher a
energia dos contatos que minimizam a energia total do estado nativo. A simplicidade
do modelo Ca estd baseada na referéncia a cadeia de aminodcidos como uma cadeia de
esferas simples centralizadas nas posigoes dos carbonos alfas. Tais esferas sao mantidas
juntas por meio de ligacoes e angulos de interacao, e a geometria nativa fica contida no
potencial diedro e no termo de interacao nao-local.

A expressao que define a energia de uma configuracao I' baseada na conformacao

nativa I'Y para o modelo Ca é dada por:

V(I,T,) = Y &(r—r,)’

bonds

+ > (0 —06,)°
angles

b Y o1 costo— )]+ 511 = cost3to - o)}
dihedrals

di; 12 d;; 10
e 3 (i) o

contacts

LX) »

non—contacts

De acordo com a Equagao 1, o potencial que rege este modelo baseado em estrutura é
calculado via a contabilizacao de 5 termos referentes a algumas das interacoes que atuam
na estrutura nativa. O primeiro termo remete a um potencial harmonico representando a
ligacao entre dois carbonos a adjacentes, no qual rg é a distancia entre os dois carbonos

« ligados entre si na estrutura nativa. A segunda somatoria também forma um potencial



harmonico, mas desta vez, um potencial harmonico angular formado por trés carbonos «
em sequéncia na cadeia polipeptidica, no qual 6y ¢ o angulo formado pelos trés residuos
na conformacao nativa. Ja o terceiro termo da expressao 5 leva em consideracao a torcao
realizada pela cadeia, no qual, ¢y é o angulo diédro formado por quatro carbonos o em
sequéncia. O quarto termo contabiliza a interacao entre o carbono « i e j que formam
um contato na estrutura nativa, para isso ¢ utilizado um potencial 10-12, no qual d;; ¢ o
valor da distancia entre estes carbonos que realizam um contato nativo. Por fim, o dltimo
termo remete a todos os carbonos a que nao realizam um contato nativo. Este termo é
utilizado para manter a distancia maxima de aproximagao entre os carbonos «, no qual
onc possui valor de 44 e estd correlacionado com o volume ocupado por um carbono
no modelo. As constantes: €,, €, €4 € exc sao todas dadas em unidades de €, e valem,

respectivamente, 100, 20, 1 e 1. [2,3]

Simulation details

Para testar a correlacao entre a diferenca na quantidade de contatos nao-nativos e a
presenca de uma frustracao 6tima, utilizamos como objeto de estudo um grupo de 19
proteinas [3].

A partir dos dados estruturais depositados no PDB [1], extraimos o primeiro mapa
de contato nativo utilizando o CSU [4].A dinamica molecular utilizando o arquivo de
topologia gerado pelo Structure-based Models in Gromacs (SMOG) disponivel online [5]
foi elaborada com os recursos computacionais do Shiva Cluster do departamento de Fisica
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias exatas da UNESP e realizada com o pacote
de dinamica molecular GROMACS versao 4.5-5 [6]. As proteinas foram simuladas sobre
10? passos tendo as informacoes guardadas a cada 5000 passos, obtendo no total 200000

frames. A coordenada de reacao utilizada para acompanhar o enovelamento foi a fragao



de contatos nativos @, sendo que de acordo com a dinamica, um contato nativo era aceito
em uma conformacao I' se a distancia entre os aminodcidos nesta conformagao era menor
do que 1.2d;;, no qual d;; ¢ a distancia entre os residuos na estrutura nativa.

Os perfis de grandezas termodinamicas, tais como, Energia térmica, Energia Livre,
Entropia e calor especifico foram calculados por meio do método dos miltiplos histogra-
mas (WHAM - Weighted Histograms Analysis Method [7, 8])sendo que a temperatura de

enovelamento TP foi definida como a temperatura do maior valor referente ao calor es-

pecifico.
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