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Resumo

Neste trabalho geramos configuragdes de proteinas desnaturadas utilizando o modelo de
crescimento de cadeia nascente numa rede tetraédrica (ou de diamante) infinita e verificamos a
influénciadasrestricoes estéricas (interagdo de esferarigida) e das armadilhastopol égicas no processo
de crescimento e determinagdo estrutural ou conformacional das cadeias geradas. Os procedimentos,
resultados, discussdes e conclusdes do atual estudo sdo expostos em trés capitulos um tanto
autosuficientese descritos sucintamente abaixo.

No primeiro capitulo estabelecemos as bases do atual trabalho, que é baseado em gerar
conformagdes de proteinas desnaturadas por um algoritmo de crescimento de cadeia em rede de
diamante com residuos unidos por forcas covalentes e interagindo somente por restricoes estéricas.
Para este fim partirmos de aspectos globais para especificos. Para contextualizar o modelo de
crescimento de cadeia iniciamos da relagcdo entre DNA e RNA para o crescimento e a sintese de
proteina; paraarede de diamante (ou tetraédrica) iniciamosdasestruturascristalinaseredesde Bravais
atéasredescubicas; paraaformacao einteracdo do polimero apresentamos umaexposi ¢do ampla, mas
deformaresumidadesdeasinteraces coval entesendo coval entesaté asrestricdesestéricas.

No segundo capitul o investigamos o papel das restricdes estéricas (interacdes de esferarigida)
em polimeros desnaturados usando um modelo minimalista de algoritmo de crescimento de cadeia
numa rede tetraédrica segundo trés abordagens. cadeia ideal (ci, desprezando os impedimentos
estéricos), cadeia com restricdo estérica de curto alcance (ca, sobreposicao proibida entre primeiros
vizinhos ao longo da sequéncia de residuos, i.e., i com i-2) e cadeia com restri¢do estérica de longo
alcance(la, sobreposi ¢ao proibidaentre quaisquer residuos) .

Osresultados dasimulagdo mostram que somente arestricao estéricaentre primeirosvizinhosé
suficientemente eficiente para conduzir a conformagdo da cadeia (como expresso pela compactacéo e
numeros de sobreposi¢ao) proximo a estruturas reais (cadeias sem sobreposicéo) e mais afastado de
casos menos realistas (cadeiaideal). Tais resultados também revelam aimportancia das interacfes de
curto a cance e fornecem entendimentos basi cos que podem ser proveitosos em varias questfes, como
osmecanismosdo folding de proteinase aformacao de estruturas secundérias.

No terceiro capitul o as restricdes estéricas totais (Ia) séo empregadas em associacdo com duas
abordagens estratégicas para analisar as implicagdes de configuragOes proibidas, ou armadilhas
topoldgicas, na compactacdo da cadeia e tempo de simulacdo. Pelo método SAWmML inicia o
crescimento da cadeia do primeiro dos quatro residuos inserido na cadeia e em sobreposi¢cdo com o
residuo n, por outro lado, no méodo SAWmM2 quando encontrado uma amadilha topol6gica, no
residuo n (com outrosquatrosresiduos), umanovacadeiaéiniciadado comego (do quarto residuo).

Umaandlise comparativa entre SAWmM1 e SAWm2 inida mente pelas armadilhas topol 6gicas
através de trés dentre quatro grandezas diferentes, mostram que SAWmML1 € mais eficiente do que
SAWmZ2, poisenquanto no primeiro avariacdo destas grandezas em fungdo do nimero deresiduostem
gjusteslogaritmicos, lineares e polinomiais quadraticos, no segundo s&o tipo log normal, polinomiais
quadréticoseexponenciais, respectivamente.

Por outro lado, quanto a compactacdo, ndo é possivel identificar diferencas significativas nas
conformacdes geradas pel os doismétodos. Pel o tempo de simulagéo, representado pel o tempo de CPU,
em func&o do comprimento N das cadei as nascentes, novamente SAWm1 parece mai s vanta 0so sobre
SAWm?2, pois sdo gjustados por um polindbmio de segunda ordem e crescimento exponendal,
respectivamente. Portanto pelo menos para cadeias longas (N > 1000 residuos) e pelas grandezas
utilizadas, parece razoavel propormos gue o método de retificar armadilhas topol 6gicas de SAWm1
possa substituir SAWmM2, além disso agora conhecemos alguns comportamentos e limites dos dois
métodos o quefacilitaimplementacdes adi cionai sfuturasem ambos.



Abstract

In this work we generate configurations of denatured proteins using the growth model of
nascent chain on the infinite tetrahedral (or diamond) lattice and ascertain the influence of the steric
constrains (hard-core interaction) and the topologic traps in the growth process and structural or
conformational determination of the generated chains. The procedures, results, discussions and
conclusions of the present study are displayed in three chapter rather self-sufficient and shortly
described below.

In the first chapter we establish the bases of the current work, that is focused on generate
denatured proteins conformations by adiamond | atti ce chain growth algorithm with theresidueslinked
by covalent bonds and interplaying only by steric constraints. For thisaim we take up from global to
specific features. To contextualize the chain growth model we begin from relation between DNA and
RNA to the growth and protein synthesis; for diamond (or tetrahedral) lattice we start from crystalline
structuresand Bravai sl atticesto cubic ones; for theformation and i nteraction of the polymer wepresent
abroad explanation, but of brief form since the covalent and noncovalent interactions until the steric
constraints.

In the second chapter we investigate the role of steric constrains (hard-core interaction) in
denatured polimers using aminimalist model of chain growth algorithm in atetrahedral lattice under
three approaches: ideal chain (ic, neglecting steric constraints), chain with steric constraint of short
range (sr, forbidden overlap between first neighbors along the residue sequence, i.e., i withi - 2) and
chainwith steric constraint of long range (Ir, forbidden overlap among whatever residues).

The simulation results show that only the steric constraint between first neighbors is efficient
enough to drivethe chain conformational (asexpressby compactness and overlap number) near of real
structures (non-overlapping chains) and farther of less realistic case (ideal chain). Such results also
reveal theimportance of the short-range interactions and supply underlying understanding that can be
helpful to several subjects as the mechanisms of protein folding and the formation of secondary
structures.

In thethird chapter thefull steric constrains (Ir) are employed in association with two strategic
approachs to analyze the implications of forbidden configurations, or topologic traps, in the chain
compactnessand simulation time. By SAWm1 method beginsthe chain growth from thefirst of thefour
residuesinserted on the chain and on overlap with the residue n, on the other hand the SAWm2 method
once encountered atopol ogictrap, intheresidue n (with other four residues), anew chainisbegunfrom
theoutset (of theforthresidue).

A comparativeanalysisbetweentheSAWmM1 andSAWm2initially by topologictrapsthrough 3
out 4 different variables show that SAWmZlismoreefficient than SAWm2, becausewhileinthefirst the
change of these variable on the chain length have logarithmic, linear and polynomial fit, in the second
arelognormal, polynomial and exponential ones, respectively.

Though, as regards compactness is not possible to discern meaningful differences in the
generated conformations by both methods. By simulation time, depicted by CPU time, as function of
thelength N of nascent chains, newly SAWm1 seemsmore useful than SAWm2, becausethey arefitted
by a second order polynomia and growing exponentially, respectively. Therefore, at least for long
chains(N > 1000 residues) and by the variables empl oyed seem reasonabl e to presume that the method
to remove topologic traps of SAWmL1 can replace SAWm2, moreover now we know some behaviors
and ranges of thetwo methodswhat ease morefutureimplementationsin both.
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Lista de Simbolos

A nucleobase (ou base de nucleotideo/ base nitrogenada) adenina

A, (iniciais de Armadilha): medida da ocorréncia (A,,=1) e ndo ocorréncia (A,,, = 0) de armadilha
topol 6gica

ADP (iniciaiseminglésdeAdenosinediphosphate): Adenosinadifosfato

AM P (iniciaiseminglésdeAdenosine monophosphate): Adenosinamonofosfato
ATP(iniciaiseminglésdeAdenosinetriphosphate): Adenosinatrifosfato

C: nucleobasecitosina

C: base centrada, ponto adicional no centro de cada base

ca(iniciaisdecurto acance): cadei asnascentescom restri¢ao estéricade curto alcance
CCC (ou I): cubicadecorpo centrado

CFC (ouF): cubicadefacecentrada

ci (iniciais de cadeiaideal): cadeias nascentes ideal

CS (ou P): cibicasimples

D,»: Disténcia ponta a ponta média

DNA: &cido desoxirribonucléico

e.g.: do Latin exempli gratia (ou por exemplo)

et a.: abreviagdo da palavra Latina et alii (masculino), et aliae (feminino) e et alia (neutro)
indicando genericamente "e outras pessoas’

F: face centrada, ponto adicional no centro de cadaface

fA.,: frequéncia das armadilhas topol 0gicas

fDe: frequéncia da distancia ponta a ponta

%fNA, . percentagem da distribui¢do do nimero de armadilha normalizada

fR;: frequénciado raio de giragao

G: nucleobase guanina

I corpo centrado, ponto adicional no centro da célula

i.e.: abreviacdo dapalavraLatinaid est, que significa"isto €"

k: constante de proporcionalidade entre o raio de giracéo e 0 nUmero de residuos

la (iniciais de longo alcance): cadeias nascentes com restri¢cdo estérica de longo alcance
m: nimero de tentativas de crescimento de cadeias

M: numeros de conformagtes (ou cadeias) geradas

max{NA, ..} : nimero méximo de armadilhas (NA,,,) com frequéncia ndo nula

MC (iniciais de Monte Carlo): método de simulacédo Monte Carlo

MRNA: RNA mensageiro

N: nimero de residuos (ou comprimento) das cadeias nascentes

v: expoente de escalonamento para o raio de giracdo em funcdo do niUmero de residuos
NA,.: iniciais de nimero de armadilha

nd: quantidade de distancias néo repetidas numa conformagao

np: numero de pares primeiro vizinhos

nr: residuo armadilhado

&: nimero de coordenacdo de umarede cristalina

P: primitiva, célula unitéria simples

PDB (iniciaiseminglésde Protein Data Bank): Banco de Dado de Proteinas

P, €N;: conjunto de oito vetores para rede tetragdrica (ou de diamante) nos sentidosii
PMC: Passos Monte Carlo

PP: pirofosfato

R: inicial de Romboédrico

R;: Raio de giragdo médio

RNA: &cido ribonucléico

SAXS (iniciais em inglés de Small angle X-ray scattering): espalhamento de Raio-X em baixo
angulo



SAW (iniciais em inglés de self-avoiding walk): caminho de auto impedimento
SAWm1: SAW modificado do tipo 1

SAWm2: SAW modificadodotipo 2

T: nucleobasetimina

tRNA: RNA transportador

U: nucleobase uracil (ou uracila)

ZfA.,; nimero total de armadilhas

3D: tridimensional

o : simbolo para "infinito"

Vi



Capitulo 1. Crescimento de cadela nascente, rede de
diamante e interacao de esferarigida

1.1 Introducéo

Sistemas biol6gicos (como proteinas) podem ser analisados por experimentos feitos
diretamente nos organismos vivos (in vivo); num ambiente controlado, fora dos organismos vivos (in
vitro); num computador ou via simulagdo computacional (in silico). Muitos estudos relativos ao
processo de folding de proteinas realizado in vitro e in silico diz respeito ao refolding de proteinas
prontas apos o unfolding, demonstrando que toda informagdo necesséria para se adquirir a estrutura
tridimensional funcional (estruturaterciéria) daproteina esta contidaem sua seqiiénciade aminoacido
(estruturaprimaria).

Devido muitas proteinas terem seu refolding bem sucedido, sob condicdes adequadas (meio
aquoso, pH, concentragao saling, etc ...), para seus estados nativos na auséncia damaquinariacelular,
isso implicaque nenhum fator celular € necessério paraespecificar o estado nativo final, justificando a
concepcao que o processo cel ular possasimplesmente ser inferido do que tem se aprendido dosestudos
invitro[C.B. Anfinsenetal.,1961].

Osestudos do refolding proteico em geral se baseiam na compreensdo do que se pode obter do
folding de proteinas na célula, contudo é conhecido que fatores e condicdes celulares podem fazer o
folding na célula significativamente diferente destes estudos convencionais [R. B. Freedman, 1992].
Dessaforma, umaoutraformulacéo do problemado folding de proteinas buscaentender como o estado
enovelado de proteinas € influenciado pela sintese proteica gerada in vivo. A conviccdo que a
conformagdo funcional de uma proteina esta implicita na sequéncia de aminoacido e portanto na
informac&o do codigo genético inspiraaexpressdo bem sucedida de proteinas em células hospedeiras,
como a Escherichia coli numa demonstracéo dos fundamentos dos processos biolégicos. O fato que
proteinas possam administrar seu préprio folding sob condi¢des apropriada in vitro ndo garante sua

habilidade de fazé-lo na célula, neste caso deve-se atentar para as especificas condicdes e fatores



celularesnecessariosparao folding bem sucedido de proteinasin vivo.

No caso da simulagdo computacional do folding de modelos proteicos, o refolding
normal menteinicia-se com acadei aprotel canumaconfiguracdo distendidaou al eatoria; jaasimul agdo
de crescimento de cadeia, cuja base (e inspiracdo) é a sintese de proteinas in vivo, as cadeias
polipeptidicas nascentes[H.-M. Lu & J. Liang, 2008] sdo recriadas num nimero predefinido de vezes.
Héa semelhangas e diferencas entre estes dois métodos nas simul agdes tradicionais de Monte Carlo na
rede.

Neste trabalho investigamos a contribuicdo somente da restricdo ou impedimento estérico
(interacdo de esferarigida) em proteinas (ou polimeros) genéricas desnaturadas em rede, ou sgja, sem
considerarmos as demais interagdes que mantém a proteina em sua forma funcional. Dessa forma

separamos as contribuicdes geométricas e a restricdo estérica dos demais ingredientes presentes nas

proteinas. Para o crescimento e enovelamento’ das cadeias sfo utilizados trés itens distintos (Figura
1.1): o método de crescimento de cadeias, o posicionamento dos residuos ligados coval entemente pela

rededediamante; ainteracdo destesresiduos apenas pelaforcarepul sivanao covalentedeesferarigida.

Figura 1.1 - Os trés itens interdisciplinares utilizados para gerar configuracdes de proteinas genéricas desnaturadas s3o:
crescimento de cadeia nascente (biol ogiamolecul ar); rede de diamante (fisicade estado sdlido); einteracdo de esferarigida
(fisica de polimeros). (a) O processo de crescimento de cadeia tem inspiragdo na incorporacdo dos aminoéacidos nas
proteinas; (b) o crescimento ocorreem sitiosde umarede de diamante, formadaapartir deredes cibi cas deface centrada; ()
j&as consequénciasdaconectividade (interacdo coval ente) e darestricao ou impedimento estérico (interacéo ndo coval ente)
entreresiduosseraavaliadapor todo estetrabal ho.

A seguir sdo analisadas suscintamente e sempre de aspectos gerais para especificos, como
ocorre o crescimento de cadeias polipeptidicas nascentes de proteinas no ribossomo (se¢éo 1.2); a
geometriadarede de diamante, originadadarede de Bravais, cubicadeface centrada (secéo 1.3); e por
fim asforcascoval entesendo coval entesem estruturas de biomol écul as (secéo 1.4).

1 L . . . A . .
Nestetrabal ho usamossignificadosdiferentes paraostermosfol ding (mantido doingl és) eenovelamento, poispreservamosfolding para
proteinasreaiseenovel amento paracadei asgenéricasdesnaturadas, assim sem arel agao restritacom asproteinas.

2



1.2 Processo de crescimento de cadeia

Nesta secdo descrevemos 0s passos do primeiro codigo genético (H. S. Chan & K. A. Dill,
1993), ou sgja, como se da a correspondéncia entre a sequéncia de bases na molécula de DNA e a
sequénciade aminoacidos da proteina, cujasintese é controladapelo DNA. A correspondénciaentrea
sequéncia de residuos de aminoéacidos e a estrutura nativa da proteina, as vezes é referida como o

segundo codigo genético, o que ndo éanalisado nestetrabal ho.

1.2.1 Gene e cadeia polipeptidica

Na relacdo entre gene e sintese de proteina o ribossomo desempenha um papel fundamental.
Alias, os ribossomos s&0 essenciais para a Vvida, ja que todos 0s organismos vivos nas mais diferentes
formas de vida na Terratem ribossomos, em dois tamanhos basicos[D.L. Nelson & M.M.Cox, 2005].
As bactérias e archaebactérias tem ribossomos menores, denominados ribossomos 70S. Ja os
ribossomosdoseucari6ticos (animais, plantasefungos) sdo maiores, denominados 80S.

Devido as diferencas entre nossos ribossomos e das bactérias, ha muitos antibioticos que
especificamente atacam os ribossomos 70S, como é o caso do chloramphenicol que bloqueiaareacéo
gue adi cionaaminoaci dos paraas proteinas nascentes nasbactérias.

Em 2000, foi disponibilizadano Banco de Dadosde Proteinas, PDB [H. M. Berman et a ., 2000]
as primeiras estruturas das subunidades ribossomai s, pel os bi ol ogistas estruturais V. Ramakrishnan, T.
A.SteitzeA. E.Yonath, e por estetrabal ho el esreceberam, em 2009, o prémio Nobel em Quimica.

Aindanarelagdo geneeproteina[T. L. Blundell & K. Mizuguchi, 2000], apenas recentemente
foi possivel fazer um mapa completo do funcionamento de um organismo e assim entender todos os
processos bi oquimicos que mantém um ser vivo em funcionamento, o que abre caminho paraumameta
acalentada: a criacdo de organismos sob medidaem laboratério [C.Lartigueet al., 2009]. Paraessefim
foi escolhida a bactéria Mycoplasma pneumoniae, causadora de um tipo de pneumonia em seres
humanos e que sO sobrevive como parasitaem outras células. Esta bactériaé umadas maissimplesdo

planeta, possuindo meros 689 genes que codificam proteinas (com 816.395 “letras’ de DNA, ou



nucl eotideos, enquanto que o0 humano tem 3 bilhées de nucl eotideos).

O mapeamento do genomadaM. Pneumoniae mostraque elatem um genomaenxuto, mascom
um metabolismo complexo (cujo alguns eventos sdo resumidos na Figura 1.2), usando um sistema
flexivel para transmitir os dados codificados em seu DNA para 0 mRNA, ou RNA mensageiro. O
MRNA e o ribossomo iniciam 0 processo de producdo de proteinas na célula (ver detalhes na secéo
1.2.2), produzindo eficazmente apenas 689 proteinas, contra cerca de 3.000 diferentes proteinas na
bactériaE. Coli edezenasdemilharesnossereshumanos.

A catal ogacao de todos os componentes e suas i nteragdes mostrou que as 689 proteinas servem
como partes componentes de cerca de 200 maguinas diferentes, o chamado repertério proteico ou
proteoma, cada um projetado para apoiar sua sobrevivéncia num ambiente distinto, de acordo com as

condigdesexternas.

b) proteina

W

Figural.2 - O genomadaM. Pneumoniae é enxuto, mas seu metabolismo € complexo. a) Dependendo das necessidades, a
bactéria usa um sistema flexivel para transmitir dados do DNA para 0 mRNA, com genes (denominados operons) que
normalmente seriam “ ativados” juntos, mas nela ficam desacoplados; b) Proteinas formam redes dindmicas de interacao,
facilitando o metabolismo dabactéria; c) Enzimas (ou proteinas que acel eram reactes quimicas nacélula) podem participar
demaisdeumareagéo.

Somente recentemente a partir do genoma sintético da bactéria M. Mycoides foi possivel
criar pela primeiravez em laboratério um organismo vivo [D. G Gibson et al., 2010].

1.2.2 O crescimento da cadeia polipeptidica

Os eventos que ocorrem para a fabricacéo de uma proteina sdo basicamente os seguintes. a
partir da sequéncia do DNA no gene sdo transcritas as moléculas de mRNA, que por sua vez no
ribossomo traduz a cadeia polipeptidica ou proteica[C. K. Matheus et a., 2000]. Tai's processos sdo

descritossuscintamente, aseguir.

1.2.2.1 Transcricdo: do DNA ao mRNA



No DNA hdumatiraduplacom quatro tipos de nucl eotideos (com asbasesadenina,A; citosina,
C; guanina, G; etimina, T (substituida pelauracil, U, no RNA)). O mRNA é sintetizado a partir deum

segmento de umadastiras do DNA (Figura1.3a). Ostripletes de nucleotideos (ou codons) no mRNA,

formam 4° ou 64 diferentes combi nacdes possivei s. Cadauma destas combinagdes estaassociadaaum
dos 20 aminoécidos (com multiplostripletes, excetonaTrp (UGG) enaMet, AUG) etambémaossinais
“INICIO” (codon AUG) parainiciar aconstrucio da cadeia polipeptidicano amino-terminal, e“FIM”

(codonsUAA, UAG ouUGA) paraencerrar atraducdo no carboxil-terminal dacadeia(Figural.3b).

a) b)
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Figura 1.3 - () Relacionamento do DNA com o mRNA, e (b) tabelacom cédons. a) A tirade DNA transcrita (3’ -->5'), €
complementar a0 MRNA; b) Dentreototal de 64, s8o mostradas apenas 32 combinagdes, jaquede quatro linhas destacamos
apenas as duas que contemplam os sinaisde “INICIO” e“FIM”. A partir das trés bases dos cdons do mRNA (escritos na
direcad 5’ --> 3') épossivel encontrar rapidamente quai squer aminoécidos. Por exemplo, 0 aminoécido |le correspondente
ao codon5’ AUC 3’ éobtido olhando sequencialmente primeiroalinhaA, em seguidanacolunaU, e por fimno espaco C.

A sequéncia particular de aminoacidos de uma cadeia polipeptidica ocorre pela traducdo da

informag&o codificadano mRNA, segundo as etapas deiniciagao, alongamento e terminacdo, descritas

aseqguir.

1.2.2.2 Traducdo: do mRNA a cadeia polipeptidica

Antes de ser adicionado a cadeia polipeptidica, cada aminoécido precisa ser ativado, o que é
feito acoplando-o na terminacdo 3' de um apropriado tRNA (ou RNA transportador), e assim
produzindo um aminoacy!-tRNA.

O acoplamento de cada particular aminoacido e seu apropriado tRNA é catalizado por enzimas
especificas, denominadaaminoacyl-tRNA sintetases, cujafonte de energialivre paraareagdo € obtida

dahidrélise do ATP paraAMP e pirofosfato, PP (Figura 1.4a). CadatRNA contém uma sequéncia de



nucleotideo (ou anti-cddon), numa regido conhecida como loop anti-codon, que é complementar ao
apropriado cédon namensagem do mRNA.

Osdetalhes maisimportantes datraducéo damensagem genética, resumidos em quatro passos,
s80 mostrados na Figura 1.4b. Estando o RNA mensageiro ligado aum ribossomo, o aminoacyl-tRNA
também seligaaele, um aum, associando seu anti-codon ao cdédon no mRNA (passo 1), einiciando o
processo de crescimento dacadeiapolipeptidica.

Em seguida, passo 2, o0 aminoacido transportado por cada novo tRNA é transferido para a
cadeia. No passo 3, o primeiro tRNA éliberado, e o ribossomo move parao proximo cédon ao longo da
mensagem, permitindo o préximo tRNA transferir seu aminoacido. O processo de crescimento da
cadeia continua (passo 4) até o ribossomo encontrar o cédon “FIM”, neste ponto o fator de liberacéo

provocatanto aliberacdo dacadei anascente, quanto o mMRNA do ribossomo.
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Figura 1.4 - () Os processos de ativagdo de aminoécidos para incorporacdo em polipeptideos, e (b) as etapas para o
crescimento da cadeia polipeptidica. a) A enzimaAminoacyl-tRNA sintetase catalizaaformagao de um Aminoacyl-tRNA,
com hidrdlise de um ATP, e reconhece tanto o aminoacido especifico, quanto 0 tRNA com seu anticédon. b) O ribossomo
move-se ao longo da mensagem no mRNA, e emparelha o cédon com o anti-cédon (passo 1); um segundo aminoacido é
transferido paraacadeia(passo 2); o ribossomo move parao proximo cédon e adicionao terceiro residuo, enquanto liberao
primeiro tRNA (passo 3); os passosanteriores sdo repetidoscrescendo acadeiaaté encontrar osina “ FIM” (passo 4).

Em cadatipo de célulade todo organismo, estanotavel maguinaria, mostradanas Figuras1.3 e




1.4, transcreve e traduz a informagdo codificada em milhares de diferentes genes, para milhares de
diferentes cadeias polipeptidicas ou proteinas. Contudo, quando uma cadeia polipeptidica nascente &
liberada de um ribossomo n&o necessariamente ela esta enovelada em sua correta estrutura
tridimensional paraexercer sua atividade bioldgica, ja que podem ocorrer varias modificactes depois
datraducéo (ou modificactes pds-traducionais) alterando suaestruturatridimensional [M. Mann & O.
N. Jensen, 2003], e.g. com aformac&o de ponte cistinaentre um par deresiduosde cisteinas.

Cadeias polipeptidicas nascentes também sdo sintetizadas em laboratérios, ou sga, huma
segundarota, diferente dos passos executadospelacélula[S. Mukherji & A. van Oudenaarden, 2009; S.
Borman, 2007]. O procedimento utilizado, no atual trabalho, segue uma terceira rota ao simular o
crescimento da cadeia polipeptidica, de uma forma bastante simplificada, através de um algoritmo
computacional, com cadeias crescidas numa rede de diamante, sendo tal rede uma particularidade de

umadasredesde Bravais(especificamenteaestruturacristalinacubica), descritaaseguir.

1.3 Estruturas cristalinas

A matéria no estado solido apresenta-se sob dois estados fundamentais, de acordo com a
ordenagdo atbmica: o cristalino e 0 amorfo. No estado cristalino, os &omos encontram-se ordenados
sobre longas distancias atémicas formando uma rede cristalina tridimensional, construida a partir de
uma simples replicacdo no espaco de uma estrutura elementar paral el epi pédica minima, denominada
célulaunitaria.

No estado amorfo ndo existe ordem de longas di sténcias nadisposi ¢do dos atomos. Além disso,
existem substancias parcialmente cristalinas (como a maioria das rochas) e materiais aparentemente
amorfos que podem ser cristalinos, como aareia de quartzo e as argilas. Além dos estados cristalino e

amorfo, numavisdo maismacroscopi cahatambém aestruturapolicristalina(Figural.5).
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Figura 1.5 - Os tipos de sdlidos, classificados de acordo com a disposicao atbmica. Os materias sao (@) cristalino e (b)
amorfo, vistos pela perspectiva microscopica dos a&omos, enquanto que a estrutura (c) policristaling, € vista por uma
perspectivamai smacroscopicaderegidessimplescristalinas, tal qual (a).

1.3.1 Propriedades dos solidos cristalinos e células unitéarias paral €l epipédicas

As propriedades dos materiai s solidos cristalinos dependem damaneiranaqual suas particulas
(&tomos, moléculas ou ions) estéo espacialmente dispostos na estrutura cristalina. Ha um grande
numero destas estruturas cristalinas, desde estruturas simples (metais) até as mais complexas, como 0s
ceramicose poliméricos.

A forma e tamanho da célula unitaria de cada cristal depende das condicdes fisicas em que 0
cristal se formou, das dimensdes, valéncia quimica e estado de ionizagdo das particulas que o
compdem. Uma mesma substancia, sob distintas condi¢des de presséo e temperatura, pode formar
cristaiscom células unitariastotal mente diversas, por exemplo, o carbono pode cristalizar sob centenas
deformas, indo do diamante, passando pel os fulerenos e pel asinimeras variantes da fibra de carbono
até o grafite. Também as substancias organicas, como 0s agucares, proteinas e DNA, cristalizam em

formasextremamente complexasdevido seu el evado peso mol ecular e complexidade estrutural.

1.3.2 Redesde Bravais

A partir das células unitarias paralelepipédicas (Figura 1.6A) e levando em conta 0s eixos de
simetriaeaposi ¢do do centro geométrico de cadael emento do cristal, épossivel descrever cristaispelas
redesdeBravais, cujadenominacdo homenageiao fisico Auguste Bravais(1811-1863), um pioneiro no
estudo de cristalografia[M. |. Aroyo et a., 2006]. As redes de Bravais sdo redes distintas constituidas
de células unitérias e quando repetidas podem preencher todo o espaco. Cada rede pode, portanto, ser

gerada por trésvetores unitarios, a, b e c e um conjunto deinteirosf, g e h de modo que cada ponto da



rede, podeser identificado por umvetor r,onder =fa+gb+hc.
Em duas dimensbes (2D), ha cinco distintas redes de Bravais: obliqua, retangular, retangular
centrada, hexagonal e quadrada. Em trés dimensdes (3D) existem catorze redes, ou configuracdes

béasicas (Figura 1.6B), visualizadas pelas magnitudes (médul os) dos vetores unitarios (a, b ec) e pelos

angulosentreosvetoresunitarios(a., g ey).
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Figura 1.6 - (A) Esquema de uma célula unitéria paralelepipédica, e (B) os sete sistemas cristalinos, ambos com seus
respectivos simbolos. A) A unidade basica repetitiva da estrutura cristalina tridimensional com suas restri¢des nos eixos,
arestas (a, b, ¢) e dngulos (a., B, ) caracterizadores; B) diagramas dos sistemas cristalinos ou de cristalizacdo ou de rede
(primeiracoluna), totalizando 14 redes de Bravais (somado nimero de redes no sistema, segunda coluna), caracterizadas
pelossimbolos (terceiracoluna): Primitiva(P): célulaunitariasimples; Face centrada (F): ponto adicional no centro decada
face; Corpo centrado (1): ponto adiciona no centro da célula; Base centrada (C): ponto adicional no centro de cada base;
Romboédrico (R): Somente classe hexagonal; Cubica simples (CS); Cubica de corpo centrado (CCC); Cubica de face
centrada(CFC).

Os sistemas triclinico, monoclinico, tetragonal e hexagonal contém redes também
contempladas no sistema ortorrémbico. No sistema ortorrémbico ha quatro tipos de redes, sendo o
Unico com todos ostiposdasredesde Bravais (Figural.7): umaredetem umacéulaunitériaprimitiva
(P), com trés eixos de comprimento e angul o diferentes. A segunda rede é de base centrada (C), com
pontos adicionais nos centros das bases das células. A terceirarede € de corpo centrado (1), com ponto

adicional no centro dacélula. A quartarede é de face centrada (F), com ponto adicional no centro de
cadaface. No sistemacubico, caracterizado por vetores unitariose angulosiguaisa90’, hatréstiposde
redes. cubicasimples (CSou P), cubicade corpo centrado (CCC ou I) e cubicade face centrada (CFC

ouF). Nosistematrigonal umromboeédrico (R) éescolhido comoacéulaprimitiva(P).
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Figural.7 - As14redesdeBravaiseos7 sistemasderede-A partir dasrestri¢cBes nos eixos e &ngulosdas células unitérias é
possivel construir osdiversossistemasderede (ou cristalizacdo) e asredesde Bravais. O volumedos sistemas derede edas

redes de Bravais sdo dados por: Triclinico (abc (l—COSzoc - cosZB - coszy + 2 cos a. cos B cosy)Y2), Monoclinico (abc sen o),
Ortorrémbico (abc), Tetragonal (azc), Culbico (a3), Trigonal (a3(1 -3¢0 o +2cos’ a)¥2) eHexagonal, 3 (3)%2a ¢/2. Note
gueo sistemacubico tem amaissimpl esexpressao paraseu volume.

A estrutura hexagonal pode formar um caso especial (ou variante), a estrutura hexagonal
compacta (HCP), com trés pontos no interior do hexégono, resultando uma célula unitéria mais
complexa, masdecomponivel naestruturahexagonal padréo.

Ha diversas substancias que cristalizam em cada um dos sistemas de rede, por exemplo:

Triclinico cristalizam-se aMnS O, (rondonita), CuSO,.5 H,O, calcantita; Monoclinico (S; (enxofre),
CaS0,.2H,0, gipsita); Ortorrombico (S; (enxofre), BeAl,O,, crisoberilo); Tetragonal (MnQ,
(pirolusita), SnO, casserita); Cubico (NaCl (sal de cozinha), C (diamante), FeS, (pirita), PbS, galena);
Trigonal: Fe,O, (hematita), SO, (quartzo), CaCQO, (calcita), HgS, cinabrio) e Hexagonal (C (grafite),
H,O, gelo).

Dentre os sistemas cristalinos tem sido extensivamente utilizado o sistema cubico ou

iSométrico e seus casos especiais (ou variantes) em simulagéo de model os simplificados de proteinas

[P.E.Leopoldetal.,1992; H. Taketomi et al., 1975], devido suasimplicidade ediferentespropriedades,
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dentre outros motivos, conformemostrado abaixo.

1.3.3 Redes cubicas

No sistemacristalino cubico, hatrésredesdeBravais(Pou CS; Fou CFC; | ouCCC, Figuras1.6
e 1.7), tendo seus pontos exatamente no grupo de simetria de um cubo, mas com diferentes
propriedades (Tabela 1.1). Outras estruturas cristalinas cubicas (como as redes de diamante e blenda),

podem ser formadas adi cionando umabase adequadaem cadaponto dessasredes.

Numero de pontos | Distancia mais pro- :
! A i Densidade de
TiposdeRedes  |darede\ particulas| ximaentreospon- | - oo | Exemplos
por célulaunitéria | tosdarede i
L ) /6 = 0.52
Cubica Simples T .
s 1\1 a (0 52%) Az %g Fésforo
e n(3)¥2/8 = 0.68
Cubica de Corpo T Ba, Li, Na,
Centrado (CCC) 2\2 a(3)%/2 (ou 68%) WG| Fex Tiw
@
Cibica de Face na ) m(3(2)%) =074y, | Al Au, Cu, Pb,
Centrada (CFC) a(2)¥212 (ou 74%) ;Ag,‘x,‘ Pt, Ca, Ce, Ar .

Tabelal.1-Algumaspropriedades e exemplos dastrésredes clibicas. A densidade de empacotamento méximo (4° coluna) é
dada pelo fator de empacotamento que mede a fracdo do espaco da célula unitéria ocupada pelas particul as, supondo que
estes sdo esferas solidas, expresso por: (particulas por célula) x (volume daparticulas) / (volume dacélula), no caso daCs,

(1) x ((4/3)n(a/2)3) / (a?’) =71/6=52%. A célulaunitériacubicatem comprimentoa, emtodasasdirecoes.
A densidade de empacotamento méximo para particulas idénticas, isto €, a maior fracéo de

empacotamento possivel paraesferassolidaseidénticas, variadeacordo com aredecubica.

A rede CSocorrequando as particul as possuem umraio igual ametade do lado dacélulaunitaria
clbica, correspondendo a densidade de 52%. Numa rede CCC o maximo empacotamento ocorre
guando as particulastem raio igual aum quarto da diagonal do corpo da célulaunitériae densidade de
68%. Por fim, narede CFC os &omos possuem raio igual aum quarto dadiagona deumafacedacélula
unitéria, e densidade de empacotamento maximaeao redor de 74%.

Narede CFC, juntamente com aHCP (jadefinidaanteriormente), ocorre amais altadensidade
de empacotamento possivel [N. J. A. Sloane, 1994], dentre quai squer arranjosregularesou irregulares,

isto €, onde as particulas sdo empacotadas tdo densamente quanto possivel (Figura1.8). Esta maior

densidade média obtida num arranjo de rede regular de 74% (ou =t / [3(2)Y2]) foi provada pelo
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matemético alemdo C. F. Gauss (1777-1855). O interior de proteinas globulares pode ser téo
densamente empacotado quanto 0 empacotamento méximo de um cristal [G. E. Schulz & R. H.
Schirmer, 1990]. Note porém que a proteina como um todo tem densidade muito inferior do que este

empacotamentolimite.
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Figura 1.8 - Redes CFC e HCP, com méaximas compactactes - As letras (A, B, C) sdo referentes a camadas nos dois
empilhamentos. No empilhamento HCP existem duas camadas “A” iguais (ABABABA), jAno CFC as trés camadas séo
diferentes (ABCABCA). O contorno das respectivas redes de Bravais séo destacados em pontilhado vermelho. Note ainda
queatravésdeumatranslacdo daterceiracamada (A ou C), aredeHCP pode ser convertidaem CFC, evice-versa.

Das redes cubicas é possivel obter outras estruturas cristalinas, como casos especiais (ou

variantes), por exemplo a rede de diamante. Este procedimento € similar ao feito para a estrutura

hexagonal compacta(HCP), obtidadaestruturahexagonal padréo.

1.3.4 Rede de diamante

A rede de diamante consiste de um ponto da rede de Bravais CFC com duas particulas
semelhantes, por ponto da rede, e pode ser considerada como duas redes CFC deslocadas, uma em
relacdo a outra, e interprenetrando-se (Figura 1.9). A disténcia entre as duas particulas € igual aum

quarto dadiagonal do corpodo cubo.

Figura 1.9 - Estrutura de uma rede de diamante: (A) a rede de diamante pode ser considerada como duas redes CFC
interpenetrando-se, com base em (0,0,0) e (1/4a, 1/4a, 1/4a). Os circulos semipreenchidos indicam a rede CFC
interprenetrada (em linhas sdlidas) e os preenchidos indicam uma subrede CFC (linhas pontilhadas). (B) linhas sdlidas
coloridasconectando as particul asdestacam arede de diamante.
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A rede de diamante contém quatro pontos da rede por célula unitaria, e oito particulas por
células unitérias, ja a distancia entre as particulas € um quarto da diagonal do corpo do cubo. A
densidade de empacotamento maximo ocorre com particulas constituintes deraio igual aum oitavo da

diagonal do corpodacélulaunitéria(d/8), correspondendo a34% (Tabelal.2).

Numero de pontos | Distancia mais pro-
Tipo de Rede darede\ particulas| ximaentre os pon-
por célulaunitéria | tosdarede

Densidade de

L Exemplos
empacotamento maximo

. | diamante germéa-
1 _ dig (] '
Diamante 4\8 a(3)v2/4 n(3)Y2/16=0,34 nio eslicio |
X
Tabelal.2- MesmoqueaTabelal.l, masagoraparaarededediamante. Sdo destacadas algumas caracteristicas e exemplos
paraestarede. Particulasderaio (d/8, com d = (3)%2a) e 8 particulas por célula unitéria, consequentemente a densidade de

empacotamento & 8[(4/3)r((3)¥2a/8)°] / (&%) = rt (3)¥2/16 = 0,34 0u 34%.
Além darede de diamante, ha vérias outras estruturas cristalinas com base primitiva formada

por doissitios, como asredes: honeycomb (exempl o, grafite), hexagonal compacta, HCP (Be, Mg, Zn),
sodiocloreto (NaCl, NaF, KCl).

Embora haja vérios tipos de redes, como as descritas acima, a rede CS tem sido a mais
amplamente utilizada em model os simplificados de proteinas[P. E. Leopold et al.,1992], por diversos
motivos. As redes CS sdo bastante versateis, de facil visualizagdo e conveniente implementagdo
computacional, além davantagem do controledevariaveis. Como decorrénciadestas caracteristicas, ha
duas informagdes relevantes e bastante utilizadas em simulagéo de modelo de proteinas globulares
compactas, numa rede cubica simples compactacom 27 particulas (Figura 1.10), aprimeiraque ha 28
contatostotais, ndo ligados, e a segunda que existem 103.346 conformagdes maxi mamente compactas

possiveis[L. Eller,2003].
........... Inicio

@\ Contatos ligados ou covalentes

F Contatos ndo ligados ou topol 4gicos

S &

Figura1.10 - Conformag&do maximamente compactacom 27 particulas numarede CS. Nesta conformag&o (dentre 103.346
conformagdes) ha 26 contatos ligados e 28 contatos ndo ligados, representados por retas continuas e pontilhadas,
respectivamente. O niimero de contatos ndo ligados € dados pelaexpressdo 2XYZ - XY - YZ - XZ + 1 =28, pois neste caso
X=Y=Z=3particulas.
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Apesar damaior praticidade e uso darede CS, arede de diamante pode representar melhor as
estruturas de proteinas e do solvente a0 seu redor, pois as estruturas tetraédricas delineadas pelo
carbono-alfa e pelas mol écul as de &gua, ajustam bem os sitios da rede de diamante, cujos detal hes séo
fornecidos na secdo abaixo e também no segundo capitulo. Consequentemente, a rede de diamante
parece maispropiciaparase analisar o processo de enovelamento e as estruturas de cadel as nascentes e
dai apreferénciapor estetipo deredeno atual trabal ho.

As interacOes fisicas ndo covalentes (aquelas representados por retas pontilhadas na Figura
1.10) sdo de uma a trés ordens de magnitude menores do que as covalentes (retas continuas), porém
ambas determinam eficaz e complementarmente as propriedades de proteinas [B. Nolting, 2006].
Existem variostipos de interacdes (também chamadas forcas ou ligagdes) covalentes e ndo covalentes
entre particul as (&tomos, ions, molécul as, residuos) atuando em diferentes situagdes, com intensidades
variadas e finalidades especificas. A seguir, detalhamos estas interacfes, todas de natureza

el etromagnética, com maior énfase parao contexto especifico deproteinas.

1.4 Forcgas em estruturas de biomol écul as (proteinas)

Nas estruturas de proteinas, hasinteracdes (também chamadas forgas ou ligagGes) covalentes
e as ndo covaentes. eetrostaticas, Van der Waals e as hidrofdbicas. Estas duas interacdes possuem
diferentes intensidades, tipos e estdo presentes em diferentes niveis estruturais das biomoléculas,

conduzi ndo desde seu enovel amento e estabilidade até seu reconheci mento mol ecul ar.

1.4.1 InteragOes covalentes

As interagBes que mantém os aomos juntos como moléculas sdo denominadas covalentes e
ocorrem quando aomos compartilham seus elétrons. No esqueleto peptidico linear as interacBes
covalentes (como as ligacfes peptidicas) permitem a constitui ¢do do polipeptideo. As energiastipicas
de umaligacéo covalente sdo elevadas, de 300 a 400 kJmol, o que no conjunto das ligacbes contribui

significativamente paraaestabilidade, atravesdo enrijecimento e protecdo dacadeia.
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Nos polipeptideos e proteinas as interagcdes covalentes estdo presentes desde a conexdo dos
atomos num residuo de aminoacido até a formacdo da estrutura primaria com a ligagéo peptidica
covalente, queligam osresiduosno esquel eto polipeptidico (Figural.11a).

Um segundo tipo de interacdo covalente na estrutura primaria ocorre entre cadeias laterais de
pares de residuos de cisteina (Figura 1.11b), produzindo pontes cistinas (ou dissulfetos), -CH,-S-S-
CH_- [T. Greighton, 1995]. Taisinteracfes sd0 essenciai s para aspectos funcionais de varias proteinas;

aém disso muitas proteinas pequenas ndo podem formar estruturas estaveis sem tais interacOes.

a) b)

ligagOes simples
\\C ! N@ OO Ho Quatro pontes cistinas intra-cadeia: Proteina 1ugl, com 50 residuos de aminoéacidos
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Figura 1.11 - Forgas covalentes na estrutura priméria de polipeptideos, representadas por ligagdes covalentes e pontes
cistinas. @) TodasasligacGes nosdtomoseno tripeptideo, Gly CysAla, sdo coval entes; b) Exemplo depontescistinasintra- e
inter-cadeia, com cada residuo representado pelo codigo de uma letra. Cada &omo forma um nimero fixo de ligagbes
covalentes, pelo compartilhamento de seus elétrons, em especificos arranjos espaciais (diferentes nas ligagbes ssmples e
duplas), por exemplo, osatomosde carbono, nitrogénio eoxigénio, formam quatro, trése duasligacfes, respectivamente.
Asligactes sdo representadas por setas pontil hadas e preenchidas, entrando e saindo no plano do papel, respectivamente.
Apesar da indiscutivel importancia das pontes cistinas, nem todas as proteinas possuem
residuos de cisteinas formando pontes. Além disso, quando tais pontes existem e dificil predizer suas
exatas localizagdes e quantidades somente a partir da sequéncia de aminoacidos, o que se torna um

grandedesafio atual enfrentado por variosmétodosde predicdo [Z. Dosztanyl et al., 2003].

1.4.2 InteragOes ndo covalentes

As interagfes ndo covalentes sdo interagfes entre &omos, ions e moléculas, de uma a trés
ordens de magnitude menores do que as covaentes [G E. Schulz & R. H. Schirmer, 1990]. As
interacBes ndo covalentes (constituida por contatos néo ligados ou topol 6gicos) sdo suficientemente

fortes para manter agrupados ions, moléculas e grupos individuais de moléculas, mas por outro lado
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também sdo suficientemente fracas para serem continuamente quebradas e novamente formadas

contribuindo paraanaturezadinadmicacaracteristicadossi stemas bi ol 6gi cos, como proteinas.

1.4.2.1 Eletrostética

A intensidadedaforcaF entreum par decargas(qeq’) separadas por umadistanciar num meio

uniformede constantediel étricae, € dadapelalei deCoulomb (equacéo 1.1):

IF I=k(aq')/(er), (1.1)
ondek éumaconstante, e s =1 (no véacuo); 1,89 (em 20 °C) parao hexano; 2,21 (25 °C) parao dioxano;
32,6 (25 °C) parao metanol; e 87,8 (25 °C) e 74,2 (37 °C) paraa agua. A constante dielétricado meio
ambienteéaltaparaum solvente polar e bai xaparasol ventes organicosapol ares.

A lei de Coulomb explicacomo o meio celular efetivamente protege as cargas umas das outras,

pois quanto maior o valor de &, menor a forga entre elas, ou sgja, a intensidade das interacbes

el etrostéti cas é dependente do meio. Em sistemasbiol 6gi cos, as cargas estao separadas por agua, outras

moléculas ou partes de moléculas. Nestes casos a escolha do valor de ¢ é dificil e complexa, por

exemplo, o interior de uma proteina pode ser similar ao dioxano, jao exterior da proteinaé aquoso ea
presenca de sal também pode alterar o valor de ¢ [N. A. Baker et a., 2001]. Além disso, quando o

ambiente consiste de regides com ¢ diferentes, consideragOes especiais devem ser feitas, com o uso da
equacao de Poisson-Boltzmann[W. Rocchiaet al., 2001].

A energiade interacdo U (equagdo 1.2) entre duas cargas (ou dipolos) € o trabalho requerido
paratrazer tais cargas de separacdo infinita para a distancia desgjadar, sendo calculada integrando a
forcasobreadistancia, eobtendo-se
U=k(qq')/(er), (1.2

A energiadeinteracdo U € umaboa estimativa da entalpia deinteracdo das cargas e além disso
pode ser estimada paraoutros casos. Deinteresse em sistemas biol 6gicos sdo asinteracdes entre cargas

fixas, dipolosedipolosinduzidos, quevariacom adistanciade separacdo (Tabelal.3).Aocontrariode
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outras interacBes, em proteinas, as eletrostéticas sdo efetivas em relativamente longas distancias,

sobretudo em meio com baixaconstantediel étrica.

Tipo de interacéo Dependéncia da Energia com adistancia Exemplo
Carga-Carga @ 6 e
Forgas de mais longo alcance, ndo direcional ur —NH 3 4
. Vg Y + - H -
Carga-Dipolo 1r? > —NH, "ol
Depende da orientagdo do dipolo H
Dipolo-Dipolo P DD N o' AN o
Depende da orientagdo mutua dos dipolos H” H”
Carga-Dipolo induzido . —
: + \
Depende da polarizabilidade das moléculas Ur @MQ —NH
em que o dipolo é induzido 3
Dipolo-Dipolo induzido .. - H
5 - [ \
Depende da pol arizabilidade das moléculas em Ur X O\H’l
que o dipolo é induzido
Disperséo ‘ ¢ D
Envolve mtua sincronizacdo de flutuacdo de Ur ﬂgﬁ g
carga v s

Tabela 1.3 - TiposdeinteracBes ndo covalentes, com suas respectivas energias e exemplos. Aqui os dipol os sdo assumidos
orientados parainteracéo méxima e depois fixados. NasinteracGes acimafoi mostrada apenas a parte atrativa (ou forcade
dispersdo, nalltimalinhadatabeld) dainteracdo de VVan der Waals e omitida propositalmente a parte repul siva, que devido
suaimportanciaparao presentetrabal ho seracomentadaaparte aindaneste capitul .

Note que no caso dainteracdo entre dipolos aenergia de interacdo U deve ser tratada com um

pouco mais de sutileza, devido os aspectos direcionais dos dipolos. No caso de dipolos com (vetor)
momento de dipolo p, e u,, a energia de interacdo U (equacéo 1.3) pode assumir os dipolos como

pontuais. Portanto, adistanciar deve ser maior do que o comprimento dosdipol os.

U = 332{ [(p-1)/rs 2] - [3(ur 1) (ol ) 115 51} e (1.3)

A energia de interacdo U, entre dipolos, depende da orientacdo entre eles. H& dois casos que
ilustram bem a variacéo da energia U (Figura 1.12). No caso de dipolos orientados aleatoriamente a

energial ézero. Jano caso dedipol oscom mesma/ou opostadirecdo e sentido aenergiadependedestas

orientacoes.
3) b)
SoA
- [ [
,Y NV U=0||U=+L32kca/mol U=-132kca/mol U =+0.66kca/mol U =-0.66 kcal/mol |

Figura 1.12 - Casos particulares da interacdo entre dipolos. (a) Para sistema com dipolos orientados aleatoriamente, a
energi g:lde interacdo total U éigual azero; (b) Paraosvaloresacimaforam assumidos doisdipolosde 1 D (debye) separados
por5 A nummeiocome =4.

Lembrando que o produto escalar entredoisvetoresa.b = [a||b|cosa, sendo a. 0 &ngulo entreaeb. Paraointerior daproteina,
normal menteéestimado aconstantedielétricade 2 a4, por isso aqui foi adotado e =4.

Dentreasforcas el etrostéti cas delongo al cance, presentes em proteinas, aseguir destacamosas

ligagcdes i6nicas (ou pontes salinas), ligacéo de hidrogénio e as interaces de Van der Waals [G. Faure
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etal., 2008].

1.4.2.1.1 LigagOes |Onicas

Nas ligaches ibnicas ha atracbes eletrostaticas fortes entre grupos carregados opostamente
(Figura 1.13a), por exemplo, entre os grupos amino (-NH3" ) nas cadeias laterais de aminoécidos

basicos carregados positivamente (Arg, His, Lys) e os grupos carboxila (-COO ) carregados
negativamente nos aminoacidos &cidos, Asp, Glu [J. B. O. Mitchell et a., 1992]. Asforgasibnicas sdo
responsavel s peladurezade minerais, como 0 marmore, gataeo cristal decloreto desodio (Secdo 1.3).
Em aguns sistemas bioldgicos estas ligacbes podem ser muito importantes, por exemplo, um
aminoacido écido no lugar apropriado de uma enzima pode se ligar a outro aminoécido carregado
positivamente num substrato, formando o complexo enzima-substrato.

Em geral, as ligagBes ibnicas no interior proteico sdo raras ja que a maioria dos aminoécidos
carregados encontram-se, em geral, nasuperficie daproteina; além disso muitas proteinas mantém sua

conformacao nativasem apresencadestas|igacoes.

1.4.2.1.2 Ligagdes de Hidrogénios

A ligacdo de hidrogénio é umainteracdo atrativa fraca entre um atomo de hidrogénio, que tem
uma carga parcial positiva numa molécula (doadora de ligacdo de hidrogénio), com um aomo
eletronegativo préximo, como o nitrogénio, oxigénio, com uma carga parcial negativa, numa outra
mol écul a, aceptoradeligacdo dehidrogénio[M. S. Weisset al., 2001]. Em geral, essas cargas sdo partes
de dipolos (Figura 1.13b). As ligagdes de hidrogénio sdo importantes e estdo presentes em indmeros
sistemas biol6gicos, por exemplo, elas mantém unidas duas bases (e.g., C com G) no DNA e RNA
(Secé01.2).

Grandes quantidades de ligagdes de hi drogéni os sdo encontradas ndo somente no estado nativo,
mas também no estado desnaturado da proteina. No estado nativo (e as vezes no estado intermediario,

globulo fundido), em geral, estas interacdes se mostram efetivas na estabilizacdo de estruturas de
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proteinas, como namanutencao de estruturas secundériasregulares, e.g., helicesa efolhas.

As estruturas tridimensionais das proteinas séo frequentemente dependente de uma intricada
rede deligacdes de hidrogénio, contudo algumas mol écul as, como oligomeros, mostram que é possivel
biopolimeros adquirem umaconformagéo estdvel mesmo sem formagéo de pontes de hidrogénio intra-

cadeia[J. C.Nelsonetal., 1997].

1.4.2.1.3 Forgas de Van der Waals

A forcade Van der Waals (V DW) corresponde aumainteracao atrativa (forca de disperséo) de
muito curta disténciaentre quaisquer dois aomos, e com intensidade fraca, devido suas flutuacoes de
carga elétrica (dipolos elétricos transitorios) na nuvem eletrénica que cerca cada &omo. Assim, a
distribuicdo de elétrons, ao redor de um &omo, varia a cada instante, ocasionando uma separacéo
momentanea de cargamaior de um lado do atomo. De fato, cada &omo comporta-se como um dipolo
oscilante, gerado pel asdi stribui ¢c&o assimétricados el étrons movendo em rel acéo ao nucleo, o quenum
par de&tomos, polarizao atomo adjacente.

A forcadeVDW/|[H. C. Hamaker, 1937], aém do termo referente aforcade dispersdo, também
possui um termo referente a interacdo eletrostatica e quando dois &tomos estdo muito proximos eles
repelem-se mutuamente através de uma forca repulsiva por meio de suas camadas de elétrons
(comentada separadamente abaixo). A atracdo entre os dois &omos ocorrem até uma distancia de
contato, igual asoma de seus rai os atdmicos, denominados raios de VDW, especifico para cada atomo
(Figural.13c).

Em geral uma série de simplificagdes sdo feitas no cllculo da forca de VDW, por exemplo,
considerar ainteracdo somente entre alomos muito proximos. Jaainteragao el etrostética, enteascargas
efetivasqeq’, é simplificada quanto ageometria dasinteragdes. Como consequénciaaforcadeVDW
(E, equacdo 1.4) pode ser considerada isotropica (igual em todas as direcfes) e pontual, ou sgja, ndo

dependedaorientacdo, massomentedadistancia(r) entreasentidadesinteragentes,dai:

E =termo repulsivo + termo dedispersdo + interagao el etrostética=Ar - Br° + (g’ )r’' (1.4)
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Emboraaforcade disperséo sgjaumainteracéo atrativa fraca, quando em grande quantidade,
ela pode ser suficientemente forte para proporcionar uma ligagdo firme, por exemplo, entre duas
superficies complementares muito proximas (Figura 1.13c), como no caso dos reconhecimentos
proteina-proteinaeanti corpo-antigeno.

Em alguns casos, ainteracdo el etrostatica pode ser incorporada nos parémetros A e B (equagéo
1.4). Umadescricao completa paraaforga de dispersao e de repulséo pode ser dada pelo potencial de

Lennard-Jonnes.

a) b) c)
: Hidroxile-carboxila o & © @&
Y W v 12A 14A 15K 20A
O/O—HO""""OO—C q

Amida—cgrboxila
— - +
U u U e
N —
/N@ HO —ézij\

doadora de li- aceptorade li-
gacdo de hidro-  gacao de hidrogénio
génio

Figural.13- ExemplosdeinteracGesndo covalentes: ligacdesionicas, hidrogénio eforcasde Van der Waals. (a) Exemplode
interacOes atrativasioni cas entre aminoéci dos carregados com cargas opostas; (b) Dois casos deligagéo de hidrogénio, aqui
€ destacado o aspecto direcional destas ligages, que neste caso sdo mais fortes devido os dois aomos (ambos
eletronegativos, como O e N) estarem numalinhareta; ( ¢) Acimasdo fornecidososraiosdeVDW paraoséaomosH, O, N,
C, eabaixo é mostrado duas superficies mol ecul ares complementares|igadas por muitasforcasfracas (no caso peladeforca
dedispersdo) eassimresistindo aenergiatérmicaquetendeaafasté 1 as.

1.4.2.2 Interagdes Hidrofdbicas

A interacdo hidrofdbica pode ser qualitativamente considerada a forca responsavel por grupos
hidrof 6bi cos (ou apol ares) se agregarem ou agruparem do meio polar asuavolta, geralmenteaagua(ou
solvente aquoso). Ao se agregarem os grupos hidrof 6bicos minimizam a exposicéo de superficie ao
mei o, resultando no efeito hidrof 6bico.

Da maneira como descrita aqui, a interacéo hidrofébica ndo é classificada como uma ligacdo
(ou forga) verdadeira, ja que elando resulta de umaatracdo intrinsicaentre grupos hidrofobicos. Mais
propriamente, tal interacdo resultado sistema como um todo obter maior estabilidade termodinamica,
atravésdaminimizagdo do nimero demol écul asde dguaao redor do grupo hidrofébico (Figural.14).

Outra abordagem das interagfes hidrofébicas sugerem que elas sdo forcas fracas [G .
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Makhatadze, 1995], o queficaevidente naatracéo de superficies e grupos hidrofobicos[E. E. Meyer et

al., 2006]. Além disso, os grupos hidrof ébicos podem formar ligagéo fracaentre si baseado em atragéo

eletrostética, comoadeVDW.

333 1 > o —i..of*
g \{)

Interacéo Hidrofébical
Do/ —

Ligac&o de hidrogé

€<’

Figura 1.14 - Uma das abordagens da interag&o hidrofébica - os grupos hidrof6bicos inicialmente separados (a) so
forcados a se agregarem (b), e assim minimizando suas exposi ¢des as mol écul as de agua ao seu redor.

Numa biomolécula (como uma proteina) além dos grupos hidrofébicos, ha os hidrofilicos (ou
polares) que ficam mais expostos ao meio polar, inclusive interagindo com ele e simultaneamente
protegendo os hidrof 6bi cosinternamente daexposi ¢éo ao sol vente.

Uma decorréncia direta das diferentes abordagens das interagdes hidrofébicas e do efeito
hidrofdbico pode ser observado nas diversificadas implementagdes computacionais de tal interacéo e
efeito. Asvezesomeio polar éutilizado explicitamente nainteracio com o biomoléculadeinteresse|[L.
F. O. Rocha, et a. 2009], outras vezes 0 meio é tratado implicitamente e a interacdo hidrofébica é
representada por funcdes energias dependente dos tipos de residuos (hidrofébicos ou hidrofilicos)
interagentes [L. Eller, 2003]. Estas diferentes implementaces da interagdo hidrofobica nem sempre
levam aresultados equival entes ou complementares.

Apesar dasdivergéncias quanto aimplementacéo computacional, o efeito hidrof dbico tem sido
considerado amaior fonte devariagéo de energialivre que guiao enovelamento de proteinaetambémo

maior fator estabilizante de estruturas biopoliméricas. E também parece desempenhar outros papéis

chaves, como naformacdo demembrana, ligag&o proteina-proteinae ligante-proteina.

1.4.2.3 Forgasrepulsivas de Van der Waals

A forcarepulsivade VDW € ainteracéo de repulsdo entre dois atomos muito préximos, com
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separacdo inferior a uma distancia minima (ou distancia de contato) entre eles, tal que suas nuvens
eletrénicas ao redor do nucleo atbmico repelem-se fortemente (Tabela 1.4). A distancia de contato
refere-se a0 menor valor da distancia interatdbmica cujas forcas de VDW atrativas de dispersdo e

el etrostati caséo contrabal anceadas pel aforcaderepul séo.

Tipo de interacéo Dependéncia da Energia com a distancia Exemplo
Repulsdo de Van de Waals P . A uvens eletronicas
12 i (0
Ocorre quando as nuvens atdmicos tentam se r v8v g
sobrepor.

Tabela 1.4 - Forcarepulsivade VDW - estaforca € onipresente e origina as interacOes estéricas, ingrediente essencial na
determinacao estrutural demol éculasbiol gicas.

Uma enorme simplificag@o para a disténcia de contato é consideré-la como um contato de
esferas rigidas, cujos tamanhos séo fornecidos pela soma dos raios de VDW dos atomos interagentes
(Figura 1.13c). Um tipo elementar de repulsdo de esferas rigidas € conhecido como interacfes de
volume excluido [D. Ben-Avraham & S. Havlin, 2000], ou sgja, uma particula (ou esferarigida) néo
pode ocupar espaco que ja esta ocupado por outra particula. No caso de simulacdes em rede dizemos
que particulas ndo podem ocupar 0 mesmo sitio simultaneamente, o que conduz ao caminho de auto
impedimento (do inglés self-avoiding walk , SAW). Um SAW € um caminho aleatério que ndo cruza
sobresi mesmo[C. M. Guttman, 1986].

Frequentemente grupos que interagem vialigag&o de hidrogénio violam adistanciade contato
de VDW. Isso ocorre quando os atomos doadores e aceptores na ligagdo de hidrogénio tem grandes
cargas parciais (positivas e negativas), entdo ha uma deslocamento da nuvens de el étrons ao redor do
aomo de hidrogénio e assim reduzindo significativamente a camada de repul séo. Como resultado, o
atomo mais eletronegativo pode se aproximar muito mais do hidrogénio, antes de ocorrer a repul sao.
Tai sdistancias proximasresultam em mai ores atraces col ombianas e de di spersao.

Conforme exposto acima, na contextualizacdo do atual trabalho, todas as interagbes néo
covalentes, inclusiveaforcarepul sivadeV DW, possuem limitagdes e apli cabilidades aindaem estudo.
Contudo aforcarepulsivade VDW reconhecidamente desempenhaum papel principal nalimitacdo da
imensa quantidade de conformacdes possiveis de um biopolimero, como uma proteina, além de ser
umainteracao utilizada namaioria dos model os que analisam proteinas atual mente, dai sua utilizacéo

preferencial nestetrabal ho.
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Apesar da argumentacdo, no Ultimo parégrafo, a favor de uma andlise mais detalhada
utilizando apenas a forca repulsiva de VDW (esfera rigida), a seguir apresentamos argumentos

adicionaisafim dejustificar aescolhasomente destaforcaparao presentetrabal ho.

1.4.3 Argumentos adicionais afavor da utilizacéo goenas daforcarepulsivade VDW

No estudo de proteinas, apesar de avangos em casos particulares, ainda € uma questdo aberta
como ocorre seu processo defolding, ou seja, como é o relacionamento entre sua sequénciade residuos
de aminoécidos e sua conformagao nativa funcional. Tal relacionamento é basicamente uma questéo
com trés aspectos sob estudos intensos[V. S. Pande, et a., 2000], a saber, como a proteina atinge seu
estado nativo?;, como sdo selecionadas suas sequéncias de residuos?; e como predizer seu estado
enovel ado dado suasequénciaderesiduos?.

O problemado folding de proteinas € um assunto multidisciplinar combinando conhecimentos
de &reas como abiologiamolecular, fisicade polimeros e fisica de sistemas desordenados (e.g. Figura
1.1). Atualmente com o aumento significativo de estruturas de proteinas determinadas
experimental mente e suas disponibilidadesno Banco de DadosdeProteinas, PDB [H. M. Bermanetal .,
2000], juntamente com simul agdo computacional eferramentastedricas especia mente plangjadas para
uma andise cuidadosa e delicada destas estruturas, podemos obter novas abordagens de temas
aparentemente consolidados, como ando a eatoriedade das sequéncias e das conformagdes nativas das
proteinas.

Um exemplo da combinacdo de experimentos com simulacdo computaciona (método Monte

Carlo, em ou fora de rede cristalina) e ferramentas tedricas € dada pela fungdo discrepancia

configuracional, AD (equagéo 1.5), ver L. F. O. Rocha, 2005. Paracadapar de configuragdo no modelo

(A) enaproteina(B), ambascom N residuos, sdo calculadas as distanciasintracadeiasnormalizadasd,
entreosresiduosi ej, que em seguidasao subtraidas. Excluindos2 paresprimeirosvizinhosao longo da
cadeia (de 35 residuos), totalizamos 528 distancias intracadeia, cujo valor normaliza a fungéo AD.

Quanto menor AD, maior € a semelhanca entre as configuragdes A e B, tal que AD = 0 corresponde a
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duasconfiguracfesidénticas.

ADas= L3 SAd g 15
A,B—%;j;gl i dijl (1.5

Utilizando um modelo fora da rede para uma cadei a desnaturada com 35 residuos imersa num
solvente com 12.565 unidades (cadaumade mesmo tamanho dos residuos) e somente cominteracéo de
esferarigida, sdo geradas configuragdes do model o em 100.000 Passos Monte Carlo e cadaumadelas

comparada com aestrutura nativa de cadaumade 12 proteinas globul ares compactas, também com 35
residuos [L. F. O. Rocha, 2005]. Para tais comparagdes € empregada a funcdo AD e calculada sua

frequéncia f(AD < 0,17), paracada proteina (Figura 1.15), no transcorrer do tempo de simulagdo, em

quatro simulacfesindependentes.

<1000 Simulagdo 1 1000,Simulagéo 2 1000,Simulago 3 1000Simulacéo 4 —=—poteinal
— —o— prote!na 2
i =] o o )
\ . " y
o . proteina 5
9 600 600 \ 600 . eoof 7 ‘\‘ I : . proteina 6
= 1 [ d proteina 7
400 400 ‘ 400 \ awo| |4 —*—proeimd
| ‘ ‘ g —-— proteina 9
‘ ‘ CeP — 1 — proteina 10
200 200 | —o— proteina 11
(\“ < S | —o— proteina 12
q 0 “

empo (kPMC)

Figural.15- Freguénciadadiscrepanciaconfiguracional AD , aolongo de quatro simulagdesindependentes, comparando
configuragBes do modelo, somente com interagéo de esferarigida, e conformacGes nativas de 12 proteinas globulares, a
nivel de residuos. O valor pequeno de 0,17 serve para compararmos configuragdes model o-proteinas, que neste caso sdo
muito semel hantes. A amplitudedef (AD < 0,17) mede o nimero total de vezes com que acondicdo AD <0,17 ésetisfeita, e
estarel acionadacom afreqiiénciacom queacadeiano m odel o se aproximadaestruturanativade cadaumadas proteinas.
Obs. - Tempo negativo se refere ao periodo de termalizago (emk;T—>00), apds 0 qual asimulagdo passaa utilizar outras
interacdesjuntamente com ade esferarigida, no processo derefolding.

- As proteinas sdo organi zadas sequencial mente da mais paraa menos compacta, 1c2u (1), 1roo, 1txm, 1tsk, 1bei, 2pta,
1c49, 1quz, 1cde, 1mb6, 1lgr, 1d1h (n° 12).

Observando aevol ucéo dafrequénciadediscrepanciaconfiguracional, notamosqueainteracéo

de esfera rigida ndo proporciona estabilidade configuracional para o glébulo, ja que as grandes

semel hangas (dada por f(AD < 0,17)) n&o s&o persistentes no transcorrer do tempo de simulagdo, mas
tal interacdo € capaz de induzir a cadeia através de conformagtes proximas ao estado nativo das

proteinasn®1e12.

1.5 Comentarios Finais
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OsresultadosnaFigural.15, emboraobtidos de outro model o/método (com outraabordagem e
Finalidade), mostram que arestri¢do estérica juntamente com a conectividade da cadeia sozinhas ndo
estabilizam a cadeia proximo da conformacéo nativa de uma dada proteina, cujo papel cabe a outras
interacOes ndo covalentes, mas revela que esta interagcdo pode ter um papel mais importante do que
tradicionalmente tem-se atribuido a ela. Portanto parece adequado atualmente revisitar e reavaliar
alguns conceitos ja estabelecidos, como a tradicional diferenciacdo polimero-proteina. Alias tais
guestionamentostem sido feitos em outrostopi cos (ou temas), e em diversas areas daciéncia, como em
cosmologia[M. Gleiser, 2010].

Nos préximos dois Capitulos geramos configuragdes utilizando o modelo de crescimento de
cadeia nascente numa rede tetraédrica (ou de diamante) infinita e observamos a influéncia das
restricoes estéricas (interacdo de esfera rigida) e das armadilhas topologicas no processo de
crescimento eenovelamento dascadeiasgeradas.

No Capitulo 2 avaliamos os efeitos das restricdes estéricas em diferentes intensidades, com
relacdo a algumas quantidades estruturais ou conformacionais padrdes (taiscomo o raio degiracédo ea
distancia ponta a ponta), nUmero de sobreposi¢des e armadilhas topol gicas, nos métodos de cadeia
ideal (com sobreposicdo permissivel entre residuos), cadeia com restricéo estérica de curto alcance
(impedimento de sobreposi ¢ao apenas entre residuos primeirosvizinhos, ao longo dacadeia, i comi-2)
e cadeia com restricdo estéricade longo alcance (ou total), ou sgja, sem quai squer sobreposi ¢oes entre
residuos ao longo da cadeia. Nossa andlise dos resultados mostram, entre outros aspectos, que a
restricao estéricade curto al cance estende-se além dos primeiros vizinhos ao longo da cadeia, jaque €
equivalente arestricdo estérica de longo alcance para cadeias curtas (N < 100 residuos) e pelo menos
duas vezes maior, mesmo para cadeias com N = 1000. Tais resultados mostram o0s papéis
correspondentes das interages de curto e longo alcance no enovelamento de proteinas desnaturadas,
um assunto atual eaindabastante discutido.

No Capitulo 3 utilizamos dois métodos independentes que crescem diferentemente cadeias

armadilhadas (ou sem alternativas de crescimento), o que implica em quantidade e frequéncia de
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armadilhas muito diferentes para finalizar o processo de crescimento, principalmente para cadeias
longas (N > 1000). Nossos resultados mostram que apesar da maneira muito diferente de sair das
armadilhas os dois métodos |evam a cadeias com compactacdo média (medidas pelo raio de giracdo e
expoente de escal onamento) muito semel hantes, porém em tempos de enovelamento muito diferentes.
Taisresultados corroboram paraum mel hor entendimento do processo de construcéo de cadeiaslongas,
inclusive servindo de base para construgéo de outros modelos mais sofisticados, como aqueles que
usam um sistemade pesos afim de que todas as possivei s cadei as permitidas (geradas) sgjam contadas
ou estimadas igualmente [M. N. Rosenbluth & A. W. Rosenbluth, 1955], o que n&o é o caso dos dois

atuaismétodosempregadosaqui.
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Capitulo 2: Implicagbes das restricOes estéericas parao
crescimento e enovelamento de cadeias peptidicas
nascentes

2.1 Introducéo

Um importante elemento em estruturas de biomol éculas é dado pel os vincul os geomeétricos e
pelas dimensdes de ligagbes e angulos [G. E. Schulz & R. H. Schirmer, 1990], dentre os quais
destacamosalgunsexemplosnaFigura2.1.

Nasmol éculasde aguae no carbono-alfa(deresiduosde aminoacidos) osvinculosdageometria
tetraédrica é um ingrediente bastante comum (Figura 2.1a). Por outro lado todas as ligacfes peptidicas
(exceto para o residuo Prolina) estdo na configuragdo trans (Figura 2.1b), pois é geometricamente
preferivel por ndo ser t&o restritiva quanto a configuragdo cis (ndo mostrada na Figura2.1). Com uma
ligacdo peptidicarigida (inibida por ressonancianasligacfes C - O e C - N) e comprimentos e angulos
de ligac&o um tanto quanto rigidos, a conformacéo da cadeia polipeptidica é essencia mente descrita
pelos angulos diedrais, ¢ ey, no carbono-alfa (Figura 2.1c), o que contribui significativamente paraa

estabilidade do polipeptideo ou proteina.
a)

Interacdo intra- e inter-molecular

L

\\\\\\

Figura 2.1 - Exemplos de vincul os geométricos e dimensdes em estruturas de biomoléculas. a) Geometria tetraédricaem
moléculas de gelo (na &gua liquida a temperatura ambiente, cerca de 20% das moléculas ainda preservam a estrutura
tetraédrica) e no carbono-alfa da cadeia principal; b) distancias inter-atdbmicas e angulos de ligagdes para uma ligagdo
peptidicatransusual [L. Pauling et al., 1951]; ¢) Angulosdiedrais (¢, ) nacadeiaprincipal ey nacadeialateral (aqui parao
residuoi, estamosutilizando como exemplo aAlanina).

Em estrutura de proteina a geometria tetraédrica assume um papel importante por ser a

geometria adotada pelo carbono-afa (Figura 2.1). Além do que, em geral, a conformacéo da cadeia
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principal de uma proteina costuma ser representada apenas pela sequéncia de posi ¢es dos carbonos-

afas.

2.2 Modelo e métodos

Aqui analisaremos os resultados decorrentes das restriches estéricas em associacdo com
imposi ¢cbes geométricas sobre as conformagdes de cadeias nascentes de polipeptideos. Paraemular o
crescimento e enovelamento de cadeias nascentes reais (segdo 1.2, Capitulo 1) usaremos um modelo
alternativo [A. Caliri & M. A.A. daSilva, 1997], que descreve o comportamento de polimeroslineares
puros em rede. Aqui simulamos cadeias de comprimento (ou nimero de residuos) maximo de 1000
residuos.

Os residuos na estrutura cristalina tetraédrica so bem gjustados pelos sitios numa rede de
diamante, que por suavez é originadade umarede de Bravais CFC (cubicadeface centrada), com dois
pontos semel hantes em sua base primitiva. Replicando-se arede CFC, com um atomo por base, ficam
duas redes cubicas deslocadas uma em relacdo a outra, sendo que o vértice da célula unitaria de uma

delasésempreo centrodaoutra(secéo 1.3, Capitulo 1).

2.2.1 Descricdo do modelo

O modelo consiste em crescer cadeias com N residuos numarede de diamante (ou tetraédrica)
utilizando um conjunto de oito vetores (equacdo 2.1), separados em dois grupos (Figura 2.2) a qual

chamamosdeP, eN,,ondel< k< 4:
P,=(+1,+1,+1) ; P,=(+1,-1,-1) ; P,=(-1,+1,-1) ; P,=(-1,-1,+1)

e (2.1)

N,=-P, ; N,= -P, ; N,=-P, ; N,=-P,
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A 1 N, Grupo P,

Py (=-1,-1,+1)
11 P, (=+1,+1,+1)
N Pl
s T i
o N
. - Az + R « ! Py (=-1,+1,-1)

10.0.0) Y i
/ i (=+1,-1,-1)

/ INp R MO :

@

Figura 2.2- Disposi¢do dos oito vetores com mesmo comprimento, nos grupos P, e N,. Estes vetores formam a base do
processo de crescimento de cadeia narede tetraédrica e note que cada correspondente par k para P, e N, sdo diagonalmente

opostos. Dentre os oito vetores, nenhum tem as coordenadas (0,0,0), assim nunca havera sobreposicdo entre residuos
consecutivos(4 com 3, 5 com 4, e assim por diante). Os sitiosem P, e N, narede de diamante g ustam bem residuos numa

estruturatetraédrica, daf autilizagdo do conjuntodevetores{ P,} e{N,} paraoatual método de crescimento decadeia.
Osvetores P, e N,, num total de 8 (quatro vetores sendo aimagem especul ar dos outros quatro,

equacdo 2.1) sdo representados por ternosde nimerosdabase ortogonal.

Na construgéo da cadeia carboni ca adicionamos consecutivamente a sequénciade vetores P, e

N; (ouN; eP)) alternados e obedecendo as seguintesrel agdes (equacao 2.2) dosprodutosescalares

Pi.Nj:l,comiij;i,j:1,2,3e4 2.2

A distanciaentre quaisquer par de residuos consecutivos na estrutura tetraédrica é constante e

temcomovalor,ousga, P, |=|N,| = (3)Y.

A seguir detalhamos o modelo de rede tetraédrica para o inicio e continuacéo do processo de

crescimentodecadeia

2.2.1.1 Inicio do crescimento da cadeia

A cadeia nascente inicia-se a partir de um ponto arbitrario no espago, que neste caso foi

escol hido como sendo o ponto (0,0,0), onde éfixado o primeiro residuo (no N-terminal), sem indice e
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portanto sem nenhuma sequéncia entre P, e N,. O segundo residuo a ser colocado na cadeia tem
coordenada fornecida pelo vetor P,, no caso foi escolhido arbitrariamente o indice “1”. Ja o terceiro
residuo, depende do vetor anterior (ou seja, P,), apenas podendo ser N,, N, ou N,,; ndo podendo ser o
vetor N, pois ocorrera sobreposicéo reversa (entre os residuos 3 e 1), neste caso foi escolhido

arbitrariamenteoindice“2”.
Quando ndo € admitida sobreposi¢cdo entre residuos primeiros vizinhos (i comi - 2), 0 mesmo
procedimento realizado do segundo paraoterceiro residuo e repetido parao restante dacadeia, ou sgja,

todos os vetores consecutivos também deverdo ter sequénciaP, e N, alternada e indices distintos, pois

indicesiguai srepresentam sobreposi ¢ao reversaderesiduos primeirosvizinhos, como pode ser visto na

inser¢éo do quarto residuo (Figura 2.3). Esta aternéncia de vetores consecutivos P, e N, com indices

diferentes pararesiduos primeirosvizinhos constitui abase do processo de crescimento de cadeianuma

rede tetraédrica e evita gasto em tempo de ssimulacéo para checagem de sobreposicao entre vetores

consecutivos.
Referencial Resta outra trés opcOes
+ Fixando os trés primeiros residuos B

Uma opgéo: Sobreposicao

Inicio

L
DA

Figura 2.3 - llustragéo paramodel o sem sobreposi¢do entre residuos primeiros vizinhos para cadeia com 4 residuos, numa
rede tetraédrica. Cada novo residuo adicionado a cadeia deverater vetores consecutivos P, e N, aternados e com indices
diferentes. No caso como o residuo “ 3" foi originado do vetor N,, o residuo quatro deve ser originado de um vetor P, com

indicediferentede” 2", ou sgja, dentre4 configuragdes possivei s, resta3 alternativasde crescimento, oué-1.

2.2.1.2 Continuando o crescimento da cadeia

Fixado os trés primeiros residuos, para todas as cadeias a serem geradas, continuamos

crescendo acadei a.col ocando sequencia mente vetores escol hidos numasequénciaalternadade P, e N,

e com indices consecutivos diferentes, agora sempre escolhidos aleatoriamente. Dessa forma uma
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configuracéo especificaparaumacadeiacom N residuosé construidausando N- 1 vetores, por exemplo,

gerando um fragmento de seisresiduos, com aseguinte sequéncia: ...P,N,P,N,P,N....

Portanto as conformagdes sdo construidas, independentemente umas das outras, adicionando
residuo a residuo até a N-ésima unidade, em cada comprimento, com N variando de quatro até 1000
residuos.

Devido a utilizacdo apenas de interacOes de curtissima distancia (esferas rigidas), ndo é
necessario realizar o processo de termalizacdo, e se forem geradas muitas cadeias (ou Passos Monte
Carlo, ver abaixo), em cada comprimento com N residuos, entdo as cadeias nascentes Sao
estati sticamente independentes umas das outras. O que também leva a uma média estatisticamente
significativa para as quantidades estruturais (como raio de giracdo e distancia ponta a ponta) que
medem o comportamento de cadeias polimeéricas lineares na rede tetraédrica, e portanto uma maior
confiabilidadenosresultadosobtidos.

Ainda devido a utilizagdo somente das interagOes de esferas rigidas, cada uma das trés
configuraces permitidas (cujos vetores consecutivos possuem indices diferentes) tem 0 mesmo peso
de Boltzmann (com energia configuracional E = 0), e aconfiguragdo com sobreposi¢ao reversa, resta
apenas evitala (E = o). Mais especificamente, no inicio as quatro configuragcdes tem a mesma
possibilidade de ocorrer, porém se for escolhida aquela com sobreposicdo reversa (i.e. vetores
consecutivos com mesmos indices), entéo escolhe-se uma das outras trés configuracdes de forma
aleatdria, e com a mesma probabilidade. Tal procedimento é repetido apenas para residuos primeiros
vizinhos, até o ultimo residuo (no C-terminal), e as cadei as nascentes originadas deste procedimento
sdo denominadas cadeias com restri¢do estéricade curto al cance.

Resumindo o processo de crescimento de cadeia, temos 0 esqueleto da cadeia carbbnica

iniciando-se a partir de um &omo de carbono-afa (C,) na base de uma célula cubica. Os outros dois
atomos de carbono também s3o fixados de forma a determinar a sequénciainicial de vetores P, e N;

(Figura 2.4a). Do quarto atomo em diante é repetido o processo feito para o segundo eterceiro atomo,

porém com escolha aleatdria para os indices dos vetores aternados P, e N;. Para cadeias sem
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sobreposi¢do entre residuos primeiros vizinhos, necessariamente os indices dos vetores consecutivos
devem ser diferentes (Figura 2.4b). Para cadeias com restricdo estérica de longo alcance além das

restrigGes impostas pela sequéncia de vetores consecutivos P, e N; (Figura 2.3) sdo calculadastodas as

distancias entre residuos néo ligados covalentemente e imposta a ndo sobreposicdo entre quai squer

residuos.
a) b)

Referencial

Figura2.4 - Montagem da estruturatetraédrica paraligacéo de quatro atomos de carbonos. a) Ostrés primeiros &omos sdo
fixos, com o primeiro naorigem (0,0,0), para o segundo é escolhido o vetor P com indice “ 1", somado as coordenadas do
&tomo anterior (1° &omo); janoterceiro éescolhido o vetor N, comindice“ 2", somado ascoordenadas do &tomo anterior (2°
atomao). b) A partir do quarto &omo, nasimulacdo, acadanovo atomoinserido nacadeia, repete-se o processo realizado para
0 2° e 3’ &omos, ou sgja, alternar P e N, mas agora com indices escol hidos aleatoriamente, desde que diferente do vetor
anterior, caso ndo sgja permitido sobreposicéo entre residuosi e i-2. Por exemplo, o quarto &omo deve ser originado do
vetor P, poiso anterior foi N, com indice assumindo qual quer valor inteiro entre 1 e 4, exceto 2, jautilizado parao 3° &omo,
pois dessa forma ocorreria sobreposi¢éo com o 2° &omo. O mesmo procedimento feito parao quarto &omo érealizado os
demaisresiduos subsequentes.

Note que para a construcdo de um polimero, sem sobreposicéo entre residuos, escolhemos
apenas um dos vetores, dentre trés possi bilidades (no maximo), o que paraum model o maissimplesde

cadeia carbbnica resulta em cadeias poliméricas lineares, os alcanos. Este modelo além de simples, é
eficiente em termos de tempo computaciona porgue tem baixo nimero de coordenacédo (§), e.g.,

enguanto o cubico simplestem & =6, o dediamantetem & = 4.
A seguir sdo fornecidas outras informagdes sobre o processo de crescimento dos trés tipos de

cadei asutilizadas neste Capitul 0, asaber: cadeiaideal, comrestricdo estéricade curto elongo al cance.

2.2.2 Cadeias nascentes com diferentes niveis de restricoes estéricas

Através dostréstipos de cadeias € possivel analisar de forma simples as implicacdes somente

das interacOes de volume excluido em trés niveis (ou intensidades ou alcances) de restricdes para a
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sel ecéo do espaco conformacional .

2.2.2.1 Cadeialdedl (ci)

A cadeiaideal (ci, cujasiniciaissao de cadeiaidea) éo model o maissimplesparadescrever um
polimero, j& que ele apenas assume o polimero como um passeio (ou caminhada) aleatério (@) (ou
randomwalk, eminglés), e negligenciando quai squer tipos deinteracéo entre osresiduos. Assim todas
as configuragdes disponiveis & (ou numero de coordenagdo) podem ser aceitas com a mesma
probabilidade, ou segja, é violada deliberadamente inclusive a interacdo de volume excluido (esfera
rigida), com doisou maisresiduos podendo co-existir nomesmositio.

Emboraidealizada, a generalidade da cadeia ci pode nos fornecer algumas informagdes sobre
aspectos fisicos bésicos de polimeros, inclusive quando comparada com outros modelos mais
realisticos. Note que o atual modelo de cadeia ci (Figura 2.5a) mantem intacto a conectividade da
cadei a, expresso pelaligacéo coval ente e geometriatetraédricaentre osresiduos queformam ascadeias

nascentes, também presente nosoutrosdoismodel os, descritosabaixo .

2.2.2.2 Cadeia com restrigdes estéricas de curto alcance (ca)

No modelo anterior (cadeiaci) foi assumido vetores deligacfes entre residuosindependente da
posicao do vetor anterior, 0 que torna possivel o vetor atual, parao residuo i, se sobrepor aposicao do
vetor anterior, para o residuo i-2. Para a cadeia com restricéo estérica de curto alcance (ca, iniciais de
curto alcance) fica suprimida a possibilidade de sobreposicao entre o vetor atual e o anterior (Figuras
2.3e2.4). Aqui o volume € parcialmente excluido, jaque o volume excluido € de curto al cance (apenas
entre primeiros vizinhos, ou entre residuos i e i-2) e ndo evita o vetor atual se sobrepor com outros
vetoresdeligacdo distantesao longo dacadei anascente, ou sgja, ndo evitasobreposi¢desentreresiduos
n&o primeirosvizinhos(Figura2.5b)

Mais especificamente, o vetor atual além de ser alternado em relagéo ao anterior (P, eN,, ou N,
e P,) deve ter indices k diferentes, assim de & configuragbes disponiveis, resta &-1 aceitas
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aleatoriamente com a mesma probabilidade. Consequentemente a cadei a nascente tem residuosi ndo
sobrepostos simultaneamente comi-2 ei+2, exceto osresiduos no N-terminal apenascomi+2, eno C-

terminal comi-2.

2.2.2.3 Cadeia com restrigdes estéricas de longo alcance (la)

Um terceiro tipo de cadeia utilizada neste trabal ho € decorrente da restricdo estérica de longo
alcance (la, iniciais de longo alcance). Numa primeira etapa da simulagdo sdo suprimidas as
sobreposi cdes entre vetores de ligagdo consecutiva (como nacadeiaca), e em seguida (Segundaetapa)
também sdo suprimidas quaisgquer outras sobreposicdes entre vetores de ligacdo, decorrente da
interacdo de volume excluido de longo alcance, o que implica na auséncia de sobreposicdo entre
guaisguer residuos. O método de gerar cadeias nascentes la, segundo estas duas etapas passa a ser
chamado no préximo Capitulo por SAW modificado do tipo 1, ou SAWmML1, neste Capitulo ainda
manteremosotermola.

Umaoutracaracteristicado método SAWm1 é amaneirade sair de configuragdes proibidas, ou

armadilhas topol égicas (descritas ainda neste Capitul 0), onde a cadeia tem todos seus quatro sitios de

crescimento (&) jaocupados, e neste caso o crescimento dacadel arecomegaapartir do primeiro residuo
(ou sga, aguele com menor valor) que faz parte da armadilha. Aqui utilizamos o termo SAW
modificado do tipo 1, pois 0 SAW original recomega o crescimento da cadeia assim que ocorrer a
primeirasobreposi ¢do, ao longo dacadeia, 0 quendo €0 caso aquii.

A cadeiala (Figura 2.5¢), representa 0 modelo adequado para cadeias reais, pelo menos do
ponto de vista estérico, ja que cadeias reais além dainteracdo de volume excluido, tem varias outras
interagdes ndo coval entes, também de origem el etrostastica, conforme discutido anteriormente (se¢éo
1.4, Capitulo 1). Emboramaisrealista, autilizacdo de cadeias|alevam adréstico aumento do tempo de
simulagéo, princi pal mente em cadei as nascentes de comprimentosacimade 300 residuos.

Devido a importéncia das cadeias nascentes la, alguns resultados serdo analisados

separadamente no préximo capitulo, segundo dois métodos distintos, a saber, os métodos SAWmM1 e
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SAWmM2, ou SAW modificado dotipo 2 (maisdetal hesde ambosos método no Capitul o 3).

a) cadeia ci b) cadeia ca c) cadeiala
P,N,P,N,P,N,|

PiN,P,N; PNy

Coordenadas Z

X
Figura 2.5 - Exemplo de cadeias (heptapeptideos) ci, ca e la, com suas respectivas sequencias de vetores P, e N, - a) Na
cadeiaci, ha duas sobreposi¢des consecutivas (entre residuos 4 com 2 (primeira sobreposi¢éo possivel), e 5 com 3). b) Na
cadeiaca note que asrestricOes estéricas de curto al cance se estendem além dos vizinhos mais préximos ao longo dacadeia,

pois ocorre sobreposi¢cdes somente a partir do residuos 7 com 1. ¢) Na cadeia la nunca é permitido a existéncia de
sobreposicdesentreresiduos.

Determinado os trés tipos de cadei as nascentes a serem utilizadas nas simulagdes Monte Carlo

(MC), aseguir passamosaoscal cul osde grandezasfisi casque medem véri os aspectos conformacionais

destascadei as, etambém aatribui ¢cao deval oresini ciai snecessarios assimul agdes.

2.2.3 Medidas de aspectos conformacionais

Com o intuito de observar a influéncia somente das restricoes estéricas (esferas rigidas) nas
conformagdes dos trés tipos de cadeias nascentes, descritas acima, sdo utilizadas vérias grandezas
fisicas, cujosresultados revelam diferentes aspectos conformacionai s das cadei as geradas, assim como
se complementam fornecendo o comportamento predominante do enovelamento de tais cadeias em

cadacomprimento (ou nimero deresiduos constituintes), N.

2.2.3.1 Grandezas empregadas nas simulagdes MC

As grandezas fisicas medidas durante a simulagéo sdo: raios de giragdo médios; distancias
ponta a ponta médias; frequiéncias dos raios de giracdo; frequéncias das distancias ponta a ponta;

numero de sobreposi coesenumero dearmadilhas.

Para cada conformag&o da cadeianascente com N residuos, o quadrado do raio de giracéo (RGZ)

€ definido como sendo adistanciaao quadrado médiaentre osresiduos dacadel a e seu centro de massa.
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Paracadelacomresiduosi ej de massasiguais(equacao 2.3) épossivel mostrar que

) N N-1 5
Reg_1 |2 =d, (2.3)
N(N-1) j=i+1 i=1
2

ondei érelativo aum residuo dereferénciaej os demaisresiduos dacadeia, ed, ; € adistanciaentre o
residuoi ej.
Param cadeias com N residuos sdo geradas M conformacgdes ou Passos Monte Carlo (PMC) eo
raiodegiragdo médio, <R.> (equacdo 2.4) étal que
M Y

<Re>=| 1|Z (Rem) (2.4)

m=1

Ao contrério de R; que utilizatodas as distanciasintracadeia, entreresiduos, adistanciapontaa
ponta (D) paracadaconformacdo dacadeianascente € simplesmente tomadacomo adistanciaentreo
residuo i no N-terminal e o residuo j no C- terminal. Similarmente ao <R_> (equagdo 2.4) também é
calculadaadisténciapontaapontamedia, <Dp>.

A terceira grandeza a ser avaliada € o nimero de sobreposicdes que um novo residuo a ser
adicionado a cadeia nascente faz com outros residuos ja pertencentes a cadei a, ou sgja, quantasvezesa
distanciaentre dois residuos quai squer foi inferior adistanciaminimade (3)Y2 jaque nosmodelosci e
ca sdo permitidas sobreposi cBesentreresiduos.

A Ultima grandeza mensurada durante a simulagdo € o nimero de armadilhas topol égicas, ou
simplesmente armadilhas [M. N. Rosenbluth & A. W. Rosenbluth, 1955] para cada cadeia com N
residuos. Armadilha pode ser considerada como uma compl eta falta de alternativa para o crescimento
da cadeia nascente, pois cadavez que a cadeia tenta adicionar mais um residuo, ndo consegue fazé-lo,
assim ficando presanum labirinto sem ter alternativade crescimento, jAquetodosossitiosdarede, que
poderiam ser ocupados, ja estdo ocupados por outros residuos, o que viola a condi¢do de volume

excluido.
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2.2.3.2 Inicializacdo de grandezas

Polipeptideos pequenos podem enovelar num intervalo de 10°s, o que é muito mais répido do

gue uma procura aleatéria dentre todas suas configuragdes possiveis, mas muito mais lento do que a
interconversdo conformacional no estado desenovel ado de 10°s. Portanto cadacadeia pode acessar até

10 conformagdes (ou 10°s/ 10'93) durante seu processo de enovelamento rapido [T. Greighton, 1995].

Tomando como referéncia estes valores (embora hajam proteinas que enovelam mais rapidamente e
outrasmaislentamente que 10'25), no atual processo de crescimento de cadelanumaredetetragdricasdo
crescidas 10° cadeias para cada comprimento, ou sgja, humacadeiatipicade 10’ residuos sdo geradas

nototal 10’ conformacdes.

Ha um expressivo custo computacional, expresso em aumento no tempo de simulagdo, em
exceder 10° cadeias (i.e., M = 100.000), principa mente quando estas se tornam mais extensas, com

mai's residuos (acima de 300 residuos), por isso fixamos o nimero maximo de 10° residuos (i.e., N =

1000) paraascadei asgeradase utilizamoso método SAWm1 descrito anteriormente (se¢éo 2.2.2.3).

2.3 Resultados e discussoes

A influéncia das restri¢des estéricas na compactacao das cadeias nascentesci, ca e la, pode ser

fornecidapel osrai osdegiragdo médios (<R;>ou apenasR;) emrelacdo asquantidadesderesiduos, n,

destas cadelas (Figura 2.6). Aqui salientamos a diferenca entre os termos configuracdes e
conformacdes, ja que até a conformacdo da cadeia com N = 1000 residuos ter finalizado seu

crescimento, sdo geradas configuragdes de comprimentosdadospelavariavel n.
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Figura2.6 - Raio degiragdo médio, R;, em funcdo do comprimento (ou nimero de residuos) n de configuragfes das cadeias
nascentes, durante 10° Passos Monte Carlo (PMC), note que mesmo em n =N = 1000, <R,> de caemrelagdo aci, aindaé

cercadeduasvezesmaior quelaemrelacdo aca. Amaior diferencaconformacional ocorre entre cadeias nascentesdostipos
Ci e ca, expresso pela maior separacdo entre suas curvas, desde cadeias curtas, ao redor de 30 residuos. Por outro lado a
separacdo entreascurvasdecaela, comegam aficar maisnitidasomente nascadeiasao redor de 100 residuos.

Neste gréafico foi utilizado intervalos unitarios paran de 4 a 15, e interval os de 5 residuos paran de 15 a 1000 (i.e. 15, 20,
25...).

Com o aumento dos comprimentos (n) das cadeias geradas fica nitido que a maior diferenca
conformacional, quanto a compactacdo, ocorre entre cadei as nascentes dostiposci e ca, refor¢cando o
papel chave desempenhado pelas restri¢les estéricas de curto alcance durante o enovelamento e na
selecdo da conformacéo final das cadeias. A medida que as cadeias sdo mais longas (a partir del00
residuos) asrestricdes estéricas comegam gradativamente aumentar e diferenciar suaimportancia, com
otipo la separando-se do ca, mas ainda assim asrestri¢des de curto al cance continuam a desempenhar
um papel predominante nadeterminac&o das conformacdes das cadei as nascentes, conforme expresso
pelamaior separacdo entrecaeci doquecaela, mesmoemN =1000.

A variagdo do R; em fung&o do comprimento n (apartir de 30 residuos) mostraque nas cadeias
nascentes ci ha conformages muito compactas (i.e. com menor R;), devido o grande nimero de

sobreposi ¢des acumul adasintra-cadel as. JAnas cadeias ca, apenas evitando uma sobreposi ¢do entre 0s

residuos primeiros vizinhos, i com i-2, as cadeias ficam menos compactas (com maioresR;,), e aém

disso had um efeito acumulativo tornando cada conformag&o préxima do caso real la, mesmo para

cadeiascomn> 100 residuos.
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Nas cadeias |a, onde nunca € permitido sobreposi¢ao entre residuos, as conformagdes sdo um

pouco maisdistendidas, com maioresvaloresde R, devido apresengadainteracéo repulsivade esfera

rigidapor todaacadeia.

Similarmente ao calculo do R;, as mesmas conformagdes geradas também foram usadas para

calcular adisténciapontaapontamédia (D) em fungdo da quantidade de residuos n (Figura2.7), das

cadeiasnascentes.
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Figura2.7 - O mesmo queaFigura2.6, paraadistanciapontaapontamédia, D, notamosmesmoemn=N = 1000, D,.deca
emrelacdo aci, aindaé cercade duasvezes maior quelaem relagédo aca. Os comportamentosda D, é similar a0 R; paraos
tréstiposde cadeiasnascentes.

O comportamento da D, €similar ao R;, confirmando que asinteracfes estéricastem um efeito

importante em restringir o tamanho do espaco de fase configuracional, devido principalmente as
componentes de curto alcance que desempenham um papel predominante, mesmo sobre as de longo
alcance conforme expresso pelamaior separacao entreascurvasdecaeci doquecaela, mesmoemN =
1000. Além disso fica confirmado os peculiares comportamentos conformaci onais nos comprimentos
ao redor de 30 (separacdo das curvas de ca e ci) e 100 residuos (separacéo de ca e la), também

identificado anteriormenteno R;,.

Osvaoresdosraiosde giragao e das distancias pontaa pontamostrados até aqui (Figuras 2.6 e

2.7) sdo médiastomadasnum tempototal desimulagéo de 10’ PMC, contudo avisual izacdo individual,

em aguns comprimentos de cadeias especificos, destas duas grandezas podem nos fornecer
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informagdes adicionais e complementares dos comportamentos das conformacdes geradas para 0s

tiposci, caela. Inicialmente mostramos afrequéncia(fR;) com que cadavalor de R; aparece durante o
tempo de simulacdo, para cadeias nascentes com 50 residuos (Figura 2.8). Excepcionalmente para as
frequéncias do raio de giracdo e distancia ponta a ponta (proximos dois graficos) estamos crescendo

cadeiascom N =50, nosdemai scaso continuaremoscom N = 1000.
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Figura2.8 - Distribuicéo do raio de giragéo (fR;) para cadeias nascentes com N = 50 residuos, durante 10’ PMC (com 10°

conformagBes geradas). Nastrés curvashdum deslocamento paraadireita, numaestatisticagaussiana (curvaslog Normal).
As trés curvas sdo caracterizadas por diferentes comportamentos assimétricos e também por serem bem definidas de um
ponto a outro. Para o clculo de fR; foi utilizado R; no intervalo de 0,01, e.g., cadeias com R no intervalo entre 5,000 e

5,009; 5,010e5, 019; 5,020 5,029 sdo contadoscomo 5,00; 5,01 5,02, respectivamente.

Observando astrés curvas acimanotamos quetodas sdo deslocadas paraadireita, segundo uma
estatisticagaussiana, conforme obtido por outrostrabalhos[J. R. Banavar et. a., 2005], mas com maior
separacdo entre ca e ci do que ca e la (que sdo muito préoximas entre si). As cadeias ci sG0 mais
compactasdo quecaela, devido aexisténciade muitas sobreposi ¢des entre seusresiduos, dai menores
valoresdeR.. Ascurvas ca elasdo muito proximasentresi, devido asinteragdes estéricasrepulsivasde
longo al canceterem eficaciacomparavel asde curto al cance, em cadeias curtas, até ao redor den =100
residuos(Figura2.6), eaqui foi utilizado cadeiascomN =50residuos.

OutracaracteristicadosvaloresdefR; € aassimetriadastrés curvas, com deslocamentosdefR;

paraadireita, ou sgja, ospicosdastrés curvasficam aesquerdade seus correspondentesval oresmedios

R., cujos valores nas cadeias com 50 residuos (Figura 2.6), paraas cadeiasci, ca ela, sé0 4,86; 6,73 e
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7,09, respectivamente.

Osdeslocamentos paraa direita, a separacdo e os diferentes comportamentos assimétricos das
trés curvas acima, € uma forma direta de contemplar a acéo das interagtes estéricas repulsivas de
esferasrigidasem diferentesniveis(ouintensidades).

Ascurvas de fR; para os trés tipos de cadei as nascentes sdo razoavel mente suaves, devido ao
grande nimero de conformacdes (M = 105), e em cada conformagao hamuitas distancias entre pares de
residuos, envolvidas no célculo de R, (equagéo 2.3). Paraumaconformagao com N residuos, seforem
excluidos os np pares primeiros vizinhos, de cada residuo ao longo da cadeia, haverand distancias ndo

repetidasentre paresderesiduosi ej (equacdo 2.5), numacombinacéo simples, dadapor

N-np
nd= =(N-np)![(N-np-2)!2!] (2.5

Note que paraN = 50 residuos, se ndo for excluido nenhum vizinho (np = 0), como é 0 caso para

ocaculodoR;, entéo hanototal 1225 distancias(ou50!/(48!2!) =50.49/2).

Os comportamentos observados em fR;, Figura 2.8, pode ser complementado, nas mesmas 10°
conformagdes, pelafrequéncia (fD,,) de ocorrénciade cadadistanciapontaaponta (D), paracadeias

com50residuos(Figura2.9).
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Figura2.9 - Mesmo que Figura 2.8, mas para adistribui¢do dadistncia pontaaponta (fD,5). Emboracom menos pontos, €
possivel verificar aseparacdo eassimetriadefD . similar ao defR; paraostréstiposde cadeias. Parao cdculo defD . foram
utilizadosinterval os de duas unidades, por exemplo, cadeiascom Dy, nointervalo entre 2,00 € 3,99; 4,00 e5,99; 6,00 e 7,99
s80 contadascomo 2; 4 e 6, respectivamente.

O comportamento das curvas da fD, séo muito similares a fR; (Figura 2.8), quanto a nitida

separacao entre as cadeias ci e aquelas de ca e la, e também quanto a assimetria das curvas, com seus

picos ndo coincidindo com seus valores medios, D, (Figura 2.7) que séo 11,25; 15,75; 16,80 paraas
cadeiasci, caela, respectivamente.

Ha poucos pontos no histograma das curvas de fD,,, mesmo parauma amostra de 10’ cadeias,
quando comparado com as curvas de fR;, basicamente devido, em cada conformagéo, a Dy, ser
cal culada de apenas umadistanciaentre o primeiro e o ultimo residuo, ao contrério do R; (equagéo 2.3)

gue éobtido apartir detodasasdistanciaintra-cadei a, e portanto umamaior quantidade ediversificacéo
de valores (Figura 2.8). Por exemplo para cadeias de 50 residuos ha 1225 distancia entre pares de

residuo paraR; eapenasumadistancia(entreosresiduos1 e50) paraDp.
Um outro motivo para a pequena quantidade de pontos em fD ., al ém de apenas um valor por

conformagdo, € a escassa diversificagdo deste valor, pois as cadeias estdo em rede e assim os residuos

das pontas ndo assumem quaisquer posi¢des no espaco tri-dimensional, consequentemente D, é

natural mente menos diversificada do que o R;, e este fato é observado no truncamento dos interval os
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emfaixaduplasemfD,.

Devido a menor quantidade de pontos e os interval os duplos, o cruzamento da curvade fD
paraci se daum pouco mais deslocado para adireitalevando a um cruzamento nos picos de ca ela,
ao contrario de fR; paraci que cruza ca e la um pouco antes de seus picos.

O papel dasinteracdes estéricas também pode ser visualizado acompanhando a quantidade de

sobreposi ¢des normali zadas (soma das sobreposi ¢oes divididas por 105), paraostréstipos de cadeias,

emfuncéo de seuscomprimentosvariaveisn (Figura2.10).
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Figura 2.10 - Quantidades totais de sobreposi¢cBes normalizadas (por 105) em funcdo dos comprimentos (n) das
configuragBes das cadeias hascentes. O nlimero de sobreposi ¢des é reduzido em cinco vezesdecaeci emrelagdo acaela,
emn = 100. Nas cadeiasci e ca, podemos notar trés fase de comportamentos quanto as quantidades totai s de sobreposi cdes
normalizadas, até 100, de 100 a 300 (destacadas por um retangulo transl Gicido) e a partir de 300 residuos. Para cadeiasci a
primeirasobreposi¢éo ocorre no quarto residuo, com um quarto de chance de ocorrer sobreposi¢éo, dai seu primeiro ponto
em 0,25. Nas cadelias ca a primeira sobreposi ¢ao ocorre apenas apartir do sétimo residuo, mas agora com possibilidade de
sobreposi ¢do médiade apenas 0,025, devido o aumento do espaco disponivel parao crescimento dascadeias.

Para cadeias nascentes ci, como sdo permitidas livremente sobreposicdo entre residuos,
ocorrem grandes quantidades de sobreposices. No caso das cadeias ca, restringindo-se apenas
sobreposi goesentreresiduos primeirosvizinhosi comi * 2, hAumareducéo expressivaacumulada(em
aproximadamente cinco vezes para N = 1000, mas tal fato comeca em n ~ 100) no nimero de
sobreposi¢des de ca para ci em relacdo aca parala. Para cadeias la ndo séo permitidas sobreposicdes
entre residuos, entdo o0 nimero de sobreposi¢des é constante e igual a zero, o que € representado por

umalinharetahorizontal emzero.



As quantidadestotai s de sobreposi ¢des normalizadas parecem terem estabilizadas em torno de
0,80 (ou 77% paraN =1000) e 0,15 (ou 13% paraN =1000) paracadeiaci e ca, respectivamente. Este
resultado salienta que o aumento do comprimento das cadeias, emn > 300 alteram pouco achance de
sobreposicdo, ja que hd muito mais espaco de crescimento disponivel para a cadeia. As maiores
guantidades de sobreposicdes de ci para ca sdo justificaveis, pois enquanto em ci a probabilidade de
sobreposicdo pode ocorrer entre residuos primeiros vizinhos, em ca existe possibilidade de
sobreposi ¢do apenasentreresiduos ndo primeirosvizinhos, ou seja, distantesao longo dacadeia.

Quanto a variacdo das quantidades totais de sobreposi¢coes normalizadas, podemos notar trés
fases, sendo aprimeiraatéao redor de 100 residuoscom grande variacdo nas sobreposi coesintra-cadeia
tanto em ci quanto em ca; a seguir (segunda fase), de 100 a 300 residuos, h& uma grande reducéo
rel ativana quanti dade das sobreposi ¢des, 0 que levaaterceirafase (apds 300 residuos) com valoresde
sobreposi¢cdes quase estabilizados ao redor de 0,8 (ou 80%) e 0,15 (ou 15%) para cadeia ci € ca,
respectivamente. Embora na terceira fase os nimeros de sobreposicdes parega constante, de fato
continuacrescente, masnum ritmo bastantelento.

As variagOes das quantidades de sopreposicoes em trés fases refletem diretamente nas
compactacdes das cadeias, pois a partir de 100 e 300 residuos seinicia e se consolida a separacdo da
compactacao entrecaela, respectivamente.

Qualquer cadeia nascente la, com N residuos, antes de ter concluido seu processo de
crescimento até o C-terminal, pode acessar configuragdes proibidas, denominadas armadilhas
topol 6gicas, ficando assim sem alternativas de crescer (Figura2.11a) e portanto parando seu processo
de crescimento, ja que ficaapenas com n residuos (sendo n < N = 1000), devido a condi¢&o de volume

excluido. Para cada cadeia com n residuos pode-se quantificar o nUmero de armadilhas topol dgicas

acessadasduranteasimulacdo de 10’ PMC (Figura2.11b).
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Figura2.11 - (a) Configuracdo tridimensional da cadeiala com 15 residuos, em armadilha topol égica, e (b) Quantidades
totais de armadilhas topol 6gicas em funcédo dos comprimentos n, durante 10° PMC. (a) Nas cadeias la com 15 residuos
ocorrem as primeiras armadil has, totalizando 7 armadilhas durante 10° PMC, aconfi guracdo mostradaacima éreferente a

primeira destas armadilhas ao se tentar inserir o residuo 15, que se sobrepde com os residuos 1;9;5;13. (b) Podemos
identificar trés comportamentos para os nimeros de armadilhas, até 100 , de 100 a 300 (destacadas por um reténgulo
translUcido) eapartir de 300 residuos. Apenas cadeias la possuem armadilhastopol 6gi cas e sempre que umacadei aacessar
uma configuragdo com armadilha topol 6gica num determinado PM C uma nova cadeia inicia novamente seu crescimento
(pelométodo SAWmL), nomesmoPMC.

Ascadeias ci e ca permitem sobreposi¢des entre residuos e portanto ndo possuem armadilhas
topol 6gicas, dai suas quanti dades de armadilhas dadaspor linhasretashorizontaisem zero. No caso das
cadeiasla, hamuitasarmadilhas poisndo sdo permitidas sobreposi cbesentreresiduos.

As quantidades totais de armadilhas (Figura 2.11b) nas cadeias la tem curvas similares
(logaritmicas) as quantidades de sobreposi¢fes nas cadeias ci e ca (Figura 2.10), pois em ambas
podemosidentificar tréscomportamentosdistintos. até 100; de 100 a300 eapartir de 300 residuos.

Até 100 residuos, hagrandes variagdes nos val ores das armadil has, de 100 a aproximadamente
300 residuos haumadrasti careducéo natendénciacrescente das armadilhas. A partir de 300 residuos o
nimero de armadilhas continua aumentando muito lentamente, mas ficando, em média, quase na
horizontal.

O comportamento logaritmico é basicamente devido a maneira como o método SAWmM1
utilizado agqui paragerar cadeiasla (secéo 2.2.2.3), sai do armadilhamento para concluir o processo de
crescimento dacadeia, em N = 1000. Uma das principais caracteristicas do método SAWm1 ésair do
armadilhamento a partir do primeiro residuo que faz parte da armadilha, no caso da Figura2.11ao

crescimento reiniciaem n=5 (e ndo em n =1, pois ostrés primeiros residuos sdo fixos). Ocorre que em

cadeia curtas ndo faz muita diferenca como sair da armadilha topol 6gica, mas em cadeias longas (e.g.
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com 1000 residuos) isto muda muito a forma da curva do nimero de armadilhas, conforme
mostraremos mai s detal hadamente no préximo capitul o.

Asquatro grandezas (R;, D, Nimero de sobreposi ¢des e armadil has) utilizadasparaobservar o

comportamento das conformagdes das cadeias nascentes ci, ca e la fornecem um panorama global
sobre a influéncia das restrigdes estéricas em trés niveis de intensidades (nenhum, curto e longo
alcance) no enovel amento destascadel as.

Asquatro grandezasindividual mente medem aspectos parti cul ares daformagéo e consolidagdo
das conformagOes das cadeias nascentes, por outro lado, em conjunto estas grandezas fornecem
informagdes Uteis a0 entendimento de proteinas reais, como as mudancas configuracionais que
ocorrem nos comprimentos n ao redor de 30 (Figuras 2.6 € 2.7), 100 e 300 residuos. Por acaso ou néo,
em torno de 30 residuos as estruturas comegam a se tornar mais estaveis, tal que neste comprimento
algunsautoresjacomecam asereferir aestasestruturas como proteinas e ndo maiscomo peptideos. Em
100 residuos j& € praticamente consolidado o termo proteina. Em 300 residuos temos o comprimento

meédio das proteinas atual mente di sponibilizadasno PDB.

2.4 Conclusdes

A rede tetraédrica, quando comparada com a tradicional rede cubica ssimples, além de mais

realista (por representar ageometriado C, ), também fornece menos possi bilidade de ocupar o espago

disponivel para as configuracGes com 4 e 6 possibilidades (ou nimero de coordenagdo &),
respectivamente. | sso provavel mente tornaas sobreposi goesrel ativamente maioresnaredetetragdrica,
e portanto os efeitos das restricBes estéricas de curto e longo alcance podem ser notados mais
nitidamente nas cadei asnascentes.

Mostramos que os vinculos geomeétricos impostos pela conectividade da cadeia (ligacéo
covalente eredetetraédrica), juntamente com asrestricdes estéricas[J. R. Banavar et a., 2002] podem

parcialmente levar a uma selecdo no espago de estruturas [C. Levinthal, 1968], e influenciar
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significativamente a compactacdo da cadeia (curvas de R; e D,com comportamentos distintos em ci,

caela), independente dedetal hesquimicos.

Apesar danitidadiferencaem significado fisico, asquantidades de sobreposi cdes nas cadeias ci
eca sdo similaresasquantidadesde armadilhasnascadeiasla, basicamente com asmesmasformasdas
curvas (logaritmicas), em trés fases: (i) Até 100 residuos, ambas sd0 ndo nulas a partir de um
determinado comprimento, e.g. no caso dasarmadilhasissoiniciaem 15 residuos, ealémdisso estafase
€ marcada por grandes variagOes de valores, nas duas grandezas; (ii) De 100 a 300 residuos, ha uma
dréasticareducdo natendénciade aumento das quantidades de sobreposi cBes e armadilhas, o quelevaa
terceirafase (iii), a partir de aproximadamente 300 residuos, a curva muda seu formato, ficando, em
média, quase na horizontal, mas ainda aumentando muito lentamente seus valores, ja que surgem
muitas novas possi bilidade de ocupar sitiosdaredeaindadesocupados.

As restricdes estéricas locais (nas cadeias ca) mostraram se estender além dos vizinhos mais
préximos ao longo da cadela e assim restringindo significativamente o tamanho do espaco
conformacional disponivel paraacadeia[R.V.Pappuetal., 2000], independente doscomprimentosdas
cadei as nascentes. Ja as restricoes estéricas de longo alcance [C. R. Cantor & P. R. Schimmel, 1980],
por sua vez impdem restrigdes adicionais ao espaco conformacional, além dos residuos adjacentes,
principalmenteem cadeiascomn > 100.

As restricOes estéricas repulsivas de curto e longo alcance ao longo da cadeia, quando
comparadas com aausénciadestasrestricdesnacadeiaideal, parecem desempenhar um papel rel evante
em influenciar significativamente o crescimento, 0 enovelamento e a compactacdo das cadeias
nascentes, e em criar as condic¢des paraaagao de outrasinteragdes ndo coval entes (ndo tratadas aqui) e
gue dao o caréter especifico das conformacdes nativas, e que por fim levam a atividade funcional da

proteina.
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Capitulo 3: Influéncias das armadilhas topol 6gicas na
compactacéo e tempo de enovelamento de cadelas
nascentes longas em rede tetraédrica

3.1 Introducéo

Neste Capitulo analisaremos como as restri¢oes estéricas (ou interacles de esferas rigidas) de
longo alcance la, juntamente com duas diferentes abordagens (que diferem no tratamento das
armadilhas topologicas) de gerar cadeias nascentes, influenciam 0s processos de crescimento e
enovelamento destas cadeias. Paratal finalidade utilizaremos algumas grandezas fisicas que medem
diferentes aspectos das cadeias geradas, sdo elas as quantidades e frequéncias das armadilhas
topol dgicas, o raio degiracéo, o expoente de escal onamento e o tempo de processamento.

O raio de giragéo (R;) tem sido amplamente utilizado para monitorar a compactacéo e a

estabilidade estrutural de polimeros randémicos a proteinas, ja que é razoavelmente fécil de ser
medido, pois tem significado fisico e expressdo matematica simples, aém de ser obtido
experimental mente por espal hamento de Raio-X em baixo angulo (ou SAXS, doinglés).
Significativasvariagdesno R sao decorrentesde mudangasestruturai sassoci adas ao tamanho e
compactacdo daestruturaanalisada. A médiaconfiguracional obtidapelo raio degiracdo médio (<R;>,
ou apenas R;) segue umalei de poténcia (equacdo 3.1) com o comprimento ou nimero de residuos, N
[M.A.Moretetal.,2009], atravésde
Rg ~ kN’ 3.1
ondek é umaconstante e o expoente de escal onamento v, assume val ores dif erentes dependente do tipo

de cadeia (ideal, compacta e distendida ou inchada) e condicfes do solvente em torno da cadeia [L.

Hong & J.Lei, 2009].

O expoente v costumavariar entre dois casos extremos [G. A.Arteca, 1994; G. A. Arteca, 1995;

G A. Arteca, 1996; J. Liang & K. A. Dill, 2001], em ~ 1/3 (ou 0,333) para homopolimero (se todos os



residuos forem hidrofébicos) em condicdes de mau solvente, e ~ 3/5 (ou 0,60) para homopolimero

(somente com residuos hidrofilicos) em condi¢des de bom solvente. Para proteinas compactas gerais,
em condicOesfisioldgicas, v ~ 2/5 (ou 0,4); paracadeiaideal em condi¢des de mau solvente, v assume

valor 0,5; epolimeroslinearesem solugdesdiluidasde bom solvente, v ~ 0,588.
O processo de crescimento de cadei a nascente numaestruturatetraédricacom restricdo estérica
delongo alcance (la), pelo méodo SAWmML jafoi comentado no Capitulo 2, porém na secéo M étodos

abaixo fornecemos maisal gumasinformagdes adi cionai sdeste método etambém do método SAWmM?2.

3.2 Métodos

N6s utilizamos o Método Monte Carlo para crescer cadeias nascentes de comprimento N até
2250 residuos numa rede tetraédrica [G. Zifferer, 1990] e com estes residuos interagindo somente via
restricoesestéricas, pel osmétodos SAWmM1 e SAWmM2.

Os métodos SAWmM1 e SAWmM?2 utilizados neste Capitul o fazem uso das restri¢oes estéricas de
curto e longo acance (ca e la, Capitulo 2), com a de longo contendo a de curto alcance, e assim
excluindo propositalmente as demai sinteracdes existente no polimero [N. Giovambattistaet a ., 2008],
ou sgja, € analisado somente ainfluénciadas restricdes estéricas no processo de crescimento de cadeia
na rede tetragédrica. Ambos os métodos se diferenciam apenas na maneira como sao corrigidas as
armadilhastopol 6gicas, paraconcluir o crescimento dacadeia (Figura3.1).

No método SAWm1 (ou SAW modificado do tipo 1, Capitulo 2) quando a cadeiano residuo n
fica sem alternativa de crescimento, pois ocorre sobreposi¢ao deste com outros quatro residuos (nos
quatro sitiosdacoordenagdo &), entdo éverificado qual destesquatro residuosfoi inseridoinicialmente,
ou primeiro, nacadeiaerecomegamoso crescimento apartir desteresiduo.

No método SAWmM2 (ou SAW modificado do tipo 2) se a cadeia ficar armadilhada,
recomecamos acresce-ladoinicio, ou sgja, apartir do quarto residuo, jague ostrés primeirosresiduos

sdofixos.
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Coordenadas Z

175 25 125 335
Figura3.1 - Exemplo de duas configuracdes (obtidas durante a simulacdo Monte Carl o) que ndo conseguem concluir seus
crescimentosdevido ficarem armadil hadas e que sdo tratadas dif erentemente pel osmétodos SAWmM1 e SAWm2. No método
SAWm1 recomegamos o crescimento a partir do residuo inserido inicialmente na armadilha, no caso da configuractes
acimaem 92 (a) e567 (b), respectivamente; jaem SAWm2 recomegamosacrescer ambasdo residuo 4.

Observando as duas configuragbes acima, notamos que na primeira (Figura 3.1a) os dois
métodos, parecem ndo se diferenciarem muito ja que entre comegar dos residuos 92 (SAWmL1) e 4
(SAWmM2) ha pouca diferenca, com 88 unidades; ja na segunda configuracéo (Figura 3.1b), tal
diferencaseelevaficando em 563 unidades.

Nos resultados anteriores (Capitulo 2), utilizamos apenas 0 método SAWmML1 para fazer o
crescimento de cadeias com restricdo estérica de longo alcance, la. Neste capitulo utilizaremos os
métodos SAWmM1 e SAWmM?2 para crescer cadeias la, com o objetivo de medirmos a influéncia das
armadilhas topol 6gicas na compactacdo e no tempo de enovelamento de cadeias nascentes em rede
tetraédrica. Consegquentemente acabamos fazendo um estudo comparativo entre os dois métodos, ja
gue ambos diferem apenas nas abordagens das armadilhas topoldgicas ou geométricas [ M. N.
Rosenbluth & A. W. Rosenbluth, 1955]. Até aprimeiraarmadilha (num determinado instante ou PMC,
gue ocorre bem no inicio das simulagdes) ambos os métodos geram as mesmas configuracfes, mas a
partir deste instante, as configuractes passam a ser completamente diferentes eindependentesentre s,

jaque sdo determinadas segundo um processo estocéstico.

3.3 Resultados e discussdes
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A maneira como se redliza o crescimento das cadeias nascentes, com diferente enfoque nas
armadilhas topol 6gicas, como feito independentemente nos métodos SAWmM1 e SAWmM2, pode ou ndo
implicar em grandes mudancas conformacionais, conforme avaliado pela compactacéo e tempo de
enovelamento.

As medidas para verificar as armadilhas sdo feitas durante o crescimento da cadeia, em cada
configuracdo n (com nresiduos), jaas medidas hacompactacdo sdo feitas apos concluido o crescimento

dacadeianascente, apoéscadaPMC.

3.3.1 Armadilhas topol 6gicas

Para analisarmos os efeitos das armadilhas geramos cadeias nascentes desde curtas, com

dezenas de residuos, até muito longas, com milhares de residuos, simuladas em m tentativa de

crescimento até M igual a 10° conformacdes (ou PMC) para cada comprimento total N. Devido a
riqueza de informagdes que podemos obter das armadilhas topoldgicas, elas sdo avaliadas por
diferentes aspectos (pel o total de quatro variaveis), mostrados separadamente a seguir, acomecar pela

frequénciadesuasocorréncias.
3.3.1.1 Freguéncia das Armadilhas topol 6gicas

Para a medida das armadil has escol hemos os comprimentos (maximos) de referénciaN de 50,
300, 500, 1000, 1500 e 2250 residuos. Em cada N e para cada residuo armadilhado nr, é medido a

quantidade total de armadilhas topolégicas, fA,(nr) ou apenas fA,, (equagdo 3.2), durante o
crescimento dacadeia, tal que quando ocorrer umaarmadilha(A,,) numaconfiguragéo nr, temosA,,, =
1,edocasocontrarioA,,,=0.

M N
fA,., =X ZA, 3.2
m=1 nr=1

Devido as somatorias em me nr note que fA, ,, paratodos os residuos armadilhados nr em cada
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comprimento N pode ser superior a 10°, 0 nGmero de conformacdes geradas. A influéncia das
armadilhas topologicas nas conformagdes das cadeias nascentes pode ser avaliada por suas

ocorréncias, em funcéo de cadacomprimento nr numtotal de M conformacées, nosmétodosSAWm1le

SAWmM2 (Figura3.2).
PIN=50 “01N=300 01N =500
350 350 350
300 300 300
250 250 250
200-| 200 2004
1504 150 150

1004

50

0

0 10

4007\ - 1000 4007\ = 1500
350{ —=— SAWmM1 350
£ —e— SAWM2
< 300/ a0

y—

250
200+

T O T T Y T T T T J
500 1000 0 500 1000 1500 O 500 1000 1500 2000 2250

nr nr nr
Figura3.2 - Frequénciadas armadilhas (fA,,,) para cadaresiduo armadilhado no comprimento nr para cadeias nascentes em

seis comprimentos totais N, segundo os métodos SAWm1 e SAWm2 - E possivel identificar trés comportamentos paraas
ocorréncias das armadilhas fA,,, em funcéo de nr, em cadeias curtas (N = 50), intermediérias (N = 300 e 500) e longas

(N >1000). O vaor defA,, igua a 100 (destacado por linhas horizontais pontilhadas) muda pouco a partir de nr =100 (

linhas verticais pontilhadas, N=300 e 500) para N de 500 até 2250, pelo método SAWmL1. Note que as escalas na abcissa
variamdeacordo com o comprimento N.

A ocorrénciadasarmadilhas (fA,,,) emfungdo do comprimento nr revel am trés comportamentos

distintos paraestas configuracfes proibidas, de acordo com cadeias curtas (N=50), intermediarias (N =
300e500) elongas(N > 1000).

Em cadeias curtas (N=50) ha relativamente poucas armadilhas se comparadas com outros
comprimentos, por exemplo, no método SAWm1 hano total 846 e 14913 armadilhasparaN igual a50e
300, respectivamente. A pequena e crescente quantidade de armadilhasfA, ,,, € decorrente do pequeno,
mas também crescente espaco configuracional disponivel para o crescimento das cadeias. O

surgimento das armadilhas comegam a partir de 15 residuos (Figura2.11). O aumento defA,, tende a

reduzir seu ritmo crescente e ser mais estavel em nr > 100, o que pode ser observado nos outros cinco
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comprimentostotaisN.
Para cadeias com comprimentos intermediérios (N = 300 e 500) ha um aumento no espaco

configuracional paraascadeiasgeradas, dai fA,,,aumentaapenas 25 unidadesde N = 50 para300 edeste
para500 residuos. Alids asfrequénciasfA,,, passam ater dois comportamentos distintos de acordo com

0 comprimento nr, tanto em SAWm1 quanto SAWm2. No primeiro, até cercade nr igual a100, hauma
crescente ocorrénciade armadilhas (como em N = 50), apartir de entdo, num segundo comportamento

fA,, reduz um pouco seu ritmo de crescimento, atingindo um patamar de 75 e 100 paraN igual a300 e
500, respectivamente. A estabilizacdo de fA,,, em 75 e 100, implicaem muitas armadilhas acumul adas
0 quedeterminao comportamento defA, , paracadeiaslongas.

Em cadeiasnascenteslongas(N > 1000), hAumanitidadiferencaentre osresultadosfornecidos
pelos dois métodos, tornando-se equivalentes somente proximos ao término do crescimento das
cadei as, com resultados praticamenteinal terados para SAWm1. Em SAWm2 ocorre muitas armadilhas
principal mente nointerval o entrenr de 100 e 500, com pico em torno de 150, 200 e 250 paraN de 1000,
1500 e 2250, respectivamente. Alacunaexistente entre asduas curvas € devido o aumento significativo
no nimero de armadilhas, até ser concluido o crescimento da cadeia em cada PMC, devido o
procedimento utilizado em SAWmM2, pois ao recomegar do inicio 0 crescimento da cadeia sdo
encontradas multiplasarmadilhas até que sej afinal mente concluido seu processo de crescimento em N.

Tais resultados destacam a eficacia no procedimento de gerar cadeias nascentes longas do
método SAWmL1 sobre SAWmM?2, ja que o nimero reduzido de armadilhas é um importante ingrediente
nageracao de cadeias, no ambientecelular, queem geral costumaocorrer numinterval o detempo curto.

A seguir avaliamos as causas para a diferenca de comportamento parafA,,, em cadeias longas

entre SAWmM1 e SAWmM2. Paraisso utilizaremos grandezas diferentes, acomegar pela distribuic¢éo do
numero de armadilhas. Apds concluida a andlise das armadilhas, passamos a verificar asimplicacbes

dasdiferencasentre SAWm1 e SAWm2 paraacompactacdo e o tempo de simul agéo.

3.3.1.2 Distribuic¢do do nimero de armadilhas
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A distribuic&o do nimero dearmadilhas (NA,,,) que ocorre durante o crescimento das cadeiasde
comprimento N em cada m (ou PMC) pode revelar, pelo menos parte das diferencas entre fA,,, para

SAWm1 e SAWmM2. Por exemplo, paraN =50 em SAWm1, hanototal 846 armadilhas (dado pelasoma

total defA,,,, emtodososcomprimentosnr, Figura3.2) distribuidasem 834m (comNA,,= 1) eém(com
NA,, =2); japaraSAWmM2 ha870 armadilhasdispostasem 856m (NA,,,= 1) e7m(Na,,, = 2), ouseja, 0S
valoresde NA,,, paraN = 50 sdo proximos, dai também a equival éncia entre os dois métodos (Figura
3.2).

Para cadeias com N residuos, cadavalor de NA, . (=0, 1, 2, 3, 4 ...) mede quantas armadilhas

foram encontradas em cadaPM C (num total de 10°PM C) até quesgjaconcluido o crescimento atéo C-

terminal. JA %fNA, ,, (NA,.) ou apenas %fNA, ., mede a distribuicdo de NA, ., i.e., quantas vezes cada
valor deNA,,,, ocorreu, dividido por 1000, poiselaéfeitaem percentagem e emrelagéo al0’PMC (i.e,

1/10°=10°/10°, equacio 3.3), nosmétodos SAWmM1 e SAWm2.

M
%NA, = 1 % NA, 33

10° m=1

Note que paracadei as nascentescom 50 residuos, cujosval oresdeNA,,, foram mostradosacima
eutilizando aequacdo 3.3, em SAWmM1 paraNA, , igual 1e2temos%fNA,, de0,83 (ou 834/10°) 0,006

(ou 6/103), respectivamente. Utilizando procedimento semelhante ao de N igual a 50 em outros

comprimentos de cadeia para SAWmM1 e SAWm2, temos a distribuicéo de NA,, expressa por %fNA,

(Figura3.3).
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Figura3.3- Histogramas com afrequénciapercentual normalizada (%fNA,,) do nimero dearmadilha(NA,,) para 10°PMC
nosmétodos SAWm1 e SAWm?2 em conformagdes com N de 1000, 1500 e 2250, ena Tabelaao lado do 1° histogramaparaN
de 50, 300 e500. Note que para cadeias com N pequeno ou intermedi&rio (Tabela) ha val ores muito proximos de %6NA, |
para os dois métodos o que justifica nimero de armadilhas proximos para fA,,, (Figura 3.2), contudo para cadeias com N
grande (Histogramas) fNA,, paraSAWm1 e SAWm2 sdo muito diferentes, dai consequentementeasgrandesdiferengaspara
fA,,,nosdoismétodos.
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Note que para cadeias de comprimentos pegqueno ou intermediario (Tabela na Figura 3.3) h4

valores muito proximos de %fNA, , para SAWmM1 e SAWm2, dai a utilizagdo apenas de NA,,,, pequenos
(até 4), o que justifica valores equivalentes parafA,,, nos dois métodos (Figura 3.2). Para cadeias com
comprimentos grandes (Histogramas na Figura3.3), em geral, osvalores de %fNA,,, paramuitos NA,
nosdoismétodos sdo muito diferentes, dai também asdiferencasparafA,,.

Em NA,, nulo (ou sga, sem armadilhas), tanto SAWmM1 quanto SAWm1, fornecem fNA,,

préximas, saindo de 99% para cerca de 17%, em N de 50 e 2250, respectivamente. Note que para

cadeiasde comprimentoslongos(N > 1000) aequivalénciaentre osdoismétodos, paraNA,,, diferente

de zero, é deslocada para a direita, a medida que o comprimento da cadeia aumenta, em 2, 3 e 4
armadilhasparaN de 1000, 1500 e 2250, respectivamente.

A distribuicdo de NA, , nos dois métodos para cadeias longas (N > 1000) também € diferente,
poisem SAWmM2 os valores de %fNA, ,, paraNA, ., nulo € sempre maior que NA,,, ndo nulo, emboratais
diferencas vao sendo gradativamente reduzidas, além disso %fNA, ,, s80 deslocadas paraadireita, para

grandesNA, . JAaem SAWmlparaN > 1500 observamosNA, ,, ndo nulo ultrapassando NA, . nulo, além
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disso %fNA,,, de SAWmL1 sdo desl ocadas paraaesguerda, ou seja, com predominio depoucasNA,,, em
relagdo a SAWmZ2. Tais resultados salientam as grandes diferencas parafA,,,, nos dois métodos para

cadeiaslongas.

Osresultados de %fNA, ., em funcdo de NA, . podem ser confirmados acompanhando o ultimo,
ou maximo NA,,, representado por max{ NA, .}, para %fNA,,, ndo nula nos seis comprimentos N de

referénciaanalisadosatéaqui.

3.3.1.3 Numero maximo de armadilhas com frequéncia ndo nula

O max{NA,} com %fNA,, ndo nula pode novamente salientar as grandes diferengas

encontradasparaosmétodos SAWmM1 e SAWm2 (Tabela3.1).

N 50 300 500 1000 1500 2250
max{NA_(SAWm1)} 2 5 6 9 12 15
max{NA,_(SAWm2)} 2 5 10 17 31 73

Tabela 3.1 - Variagdo de max{ NA,,} com %fNA, , diferente de zero para seis comprimentos N, nos métodos SAWmML e
SAWmM2. E importante destacar que para cadeias com N > 500 e principalmente em SAWm2 existem algunsNA,, com
%fNA,,, nulosantesdosval oresmostrados nesta Tabel a, por exemplo, paraSAW enN =500temosNA = 10, masantesem
9ha%fNA,,,,= 0. Note porém que depoisdosval ores mostrados nestatabel a, sempretemos %fNA, , nulo.

Pelos valores de max{ NA, .} com %fNA, . ndo nulos, também é possivel justificar as grandes
diferencas observadas em fA,, nos méodos SAWmM1 e SAWm2 (Figura 3.2), principalmente em

cadeiaslongas (N > 1000), pois quanto mais armadilhas séo encontradas até se concluir o crescimento

dacadeia, conforme medido por %fNA, ., ndo nulos paraNA,,,, grandes, também maiores as frequéncias

A,
Além dos valores maximos de max{NA,.} com %fNA,, ndo nulos (Tabela 3.1) podemos

também acompanhar a variacdo do nimero total de armadilhas ocorridas durante o crescimento das

cadeiaspara osmétodos SAWmM1 e SAWmM2.

3.3.1.4 Numero total de armadilhas
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O ndmero total de armadilhas, fA,,, ou segja, soma total de fA,, (Figura 3.2) em todos os

comprimentos nr, dividido por 10° PMC, para cada comprimento N (Figura 3.4) pode revelar novos

aspectosdasdiferencasentre osmétodos SAWmM1 e SAWm2.

‘D ST SAWML o
j { e sawm2 /
£
<4
‘m ] ®
3
2- ¢ "
1' 0/./ ./
/./
O'-./--/T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2250
N

Figura 3.4 - Namero total de armadilhas (2fA,,,) divididos por 10° PMC, em fungdo de oito comprimentos N de cadeias
nascentes para 0os métodos SAWmM1 e SAWm2. A variagéo de ZfA,,, em fungcdo de N segue comportamentos lineares e
quadréticos paraos métodos SAWm1 e SAWm2, respectivamente. Foraminseridosvaloresde XfA,,, paraN de 1250 e 2000,
apenas paradar maior precisao e confirmar aos valores de XfA,,, obtidos para os seis comprimentos de N, ja utilizados até
aqui.

Somente em cadeias longas (N > 1000) ha separagéo significativa entre ZfA,, para SAWmM1 e

SAWm2, revelando dois comportamentos distintos, sendo um linear e o outro polinomial de ordem 2,

respectivamente. Note ainda que em N > 1000, principalmente para SAWmM2, notamos um aumento

muito grande de SfA,,, em relagdo 10° PMC, tal que em N de 2250 s3o geradas cerca de duas e cinco

vezes mais armadilhas do que o total de PMC inicialmente previsto para a ssmulagdo em SAWmM1 e
SAWmM2, respectivamente.

Asarmadilhas ocorridas durante asimulacéo dos dois métodos empregados aqui, medidas pela
frequéncias, distribuicdes e total de armadilhas (Figuras 3.2 a 3.4), juntamente com as armadilhas
méximas (Tabela 3.1), em relacdo a diversos comprimentos N de cadeias nascentes, revelam
comportamentosdistintosdestes doismétodos.

A seguir passamos a analisar as implicacdes dos resultados encontrados para as armadilhas,
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guanto acompactacdo e o tempo desimulagéo.

3.3.2 Influéncia das armadilhas topol 6gicas nas compactactes das cadeias

As duas diferentes abordagens dadas para as armadilhas topoldgicas pode implicar em
diferentes rotas para 0 enovelamento das cadeias, o que pode refletir em diferentes compactacdes das
cadeias nascentes de comprimento N. Para verificarmos tais implicages fazemos uso do raio de

giracéo edo expoente de escal onamento.

3.3.2.1 Variagdes dos raios de giracéo médios, nos métodos SAWm1 e SAWmM?2

O raio de giragdo médio, R, em 10° PMC, nos métodos SAWm1 e SAWm2, s3o analisados de

duas maneiras independentes (Figura 3.5), pois assim é possivel aém de comparar os resultados
fornecidos pelos dois métodos, também averiguar se estes sao independentes da maneira como sdo
medidos.

Numa primeira medida observamos a compactacéo das cadeias nascentes, apds concluido o
crescimento, ao final de cada PMC, em oito comprimentos N especificos, 50, 300, 500, 1000, 1250,
1500, 2000, 2250 residuos. Na outra medida a compactacdo das cadeias sGo medidas de forma
estratificada somente para N de 2250, ao final de cada PMC, em segmentos de cadeia acumulados de
100residuos, i.e., de 1 para100, para 200, e assim sucessivamente até o segmento de 1 a2 2200 residuos,

totalizando 22 pontos.
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Figura 3.5 - Gréfico com variagéo do raio de giragdo médio, R;, em 10° PMC, em func&o do comprimento N das cadeias
nascentes para os métodos SAWmM1 e SAWmM2, segundo duas medidas diferentes e independentes; acima do grafico sdo

mostrados um exemplo de configuracBes estratificadas (em diferentes escalas) tomadas de SAWmML no primeiro PMC
(m=1), e acimade cada configurac&o sio fornecidos seus valores de comprimento n eraio de giragdo. Inicialmenteo R; é

calculado em oito comprimentos N de cadeias entre 50 e 2250 residuos, e em seguida para N igual a 2250, em intervalos
acumulados de 100 residuos. O valor de R nas quatro distribuicdes, ou sgja, para dois métodos e duas medidas, em fungéo
deN, sdo muito semel hantes.

Observando avariagéo de R; em func&o do comprimento N paraSAWmL1 (simbad os (tridngul os

e quadrados) solidos) e SAWmM?2 (tridngulos e circul os vazados), nas duas maneiras independentes de
medida € possivel verificar a equivaléncia entre os métodos, com simbolos solidos inscritos nos

vazados, ou s&j g, praticamente com osmesmosR;;.

Apesar da quantidade e ocorréncia das armadilhas topol 6gicas (Figuras 3.2 a3.4 e Tabela 3.1)
evidenciarem diferentes dificul dades para crescer cadei as nos métodos SAWmM1 e SAWmM?2, em termos
configuracionais, pelo menos em relacdo a compactacdo, ndo é possivel identificar quaisguer
diferencassignificativasnas conformacfes geradas pel osdoismétodos.

Sabemos que a variagdo de R, em fungdo do comprimento N, segue uma lei de poténcia

(equacdo 3.1) e setomarmos oslogaritmos neperianosdestasduasvariavei s (equacdo 3.4), temos

In(Ry) = v In(N) + In (k) 3.4
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A partir davariagdo deR; em func&o de N é possivel determinar o expoente de escal onamento v

(equacéo 3.4) eentdo comparé-lo com outrostiposdecadei as.

3.3.2.2 Determinacéo do expoente de escalonamento para SAWmM1 e SAWmM2

Podemos determinar o expoente de escalonamento v acompanhando a variagéo de In(R;) em

funcdo de In (N) para o método SAWmM1, em oito comprimentos de cadeias nascentes (Figura 3.6),

Ccujospontos séo bem agjustados por umalinhareta.

45
- SAWmML - 8 comprimentos
o 1 v SAWmM2 - 8 comprimentos N
= 404 ® SAWmML-estratiicado, 2250 residuos g
- " O SAWM?2 - estratificado, 2250 residuos 7
Ajuste linear para

35 {SAWmML: In<R ;> = 0,53In(N) -0,088; v=0,53
|N =2250; 8 comprimentos
3,0
2,5

2,0 1

154

10 — 7T - 1 - T r 1T T T T 1T "~ T — 1T 1
35 4,0 45 50 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0
In(N)

Figura 3.6 - Logaritmo neperiano do raio de giragdo médio, In(R;), em fungdo de In(N), das cadeias nascentes para 0os
métodos SAWm1 e SAWm2,em duas medidasdistintas, soidénticos, ecom gjustelinear paraSAWm1 em 8 comprimentos
N. A reta continua representa o melhor ajuste linear, dado por In (R;) = v In(N) + In (k), com v = 0,53 e erro estatistico de
6,72E-4; In (k) =-0,088, ecoeficientede correl agéo linear de0,99.

Para nosso caso, com cadeias nascentes representandas por polimeros desnaturados

(homopolimeros), nos encontramos uma lei de escalonamento (equagdo 3.1) de R; ~ N gue é
independente de qual das quatro medidas (quatro simbol os na Figuura 3.6) tomamos paraobter o valor

dev eaém disso parece bem situadaem relacdo aoutros diferentestipos de cadeias (ideal, compactae
inchada) e em diferentes condic¢des do solvente ao redor dacadeia[G. A. Arteca, 1994; G. A. Arteca,

1995; G.A.Arteca, 1996; J. Liang & K. A. Dill,2001].

Ovalor queencontramosficaentre v de proteinas compactasgerai s, em condi¢desfisiol 6gicas,
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e de polimeros lineares em solucfes diluidas de bom solvente, com valores de 0,4 e 0,588,

respectivamente. O valor do expoente v que obtivemos é maior que o de proteinas e cadeiaideal em
mau solvente, ja que temos apenas forca repul siva estérica, e portanto faltando as forgas atrativas que
tornam aproteinamais compacta, e também ndo temos as sobreposi ¢des entre residuos da cadeiaideal
(comv =0,5), dai nosso maior valor dev econsequentementedeR..

N&o encontrada diferencas significativas entre as compactagdes das conformagdes das cadei as

nascentes (Figuras 3.5 e 3.6) passamos aanalisar a eficiénciados métodos SAWmM1 e SAWmM2 atréves

davariacéo dotemporeal de CPU.

3.3.3 Tempo de processamento para SAWmM1 e SAWmM2

Asdiferencas observadas nos nimeros de armadilhas topol égicas para cadeiaslongas, entre 0s

métodos de SAWmM1 e SAWm2 pode ou ndo ter consequéncia direta no tempo de processamento, agui

representado pelo tempo real de CPU, em horas (Figura 3.7), paraenovelar 10° cadeias nascentes em

0ito comprimentos.
b)

700

8

—H— SAWmL1 - 8 comprimentos
—@— SAWm2 - 8 comprimentos

B SAWmML - 8 comprimentos
@® SAWM2 - 8 comprimentos
[ ] 600] —Poln.deordem2para W ([ ]

—— Cresc. exp. para [ ]

:

Tempo (h) &

;

500 +

400 —

8 8
g

T : | I
0 500 1000 1500 2000 2250 0 0 —

15IOO 20‘00 2250
Figura 3.7 - Variagdo do tempo de processamento, em horas, em funcdo de oito comprimentos de cadeiaN paraSAWm1 e
SAWmM?2, representado(a) por pontos conectados; e (b) com seusrespectivos g ustes polinomial eexponencial . Aqui otempo

de simul¢do é medido pelo tempo real de CPU obtido num micro pentium 4 IBM, monocore, ano 2002, com sistema
operacioanal Red Hat. Todas as simulagBes foram executadas has mesmas condi¢es, ou sgja, N0 Mesmo micro, em
dedicacdo exclusiva, com execucdo deum programapor vez.

b) Os tempos de CPU, para SAWmM1 e SAWmZ2, sdo dados por um polinémio de ordem 2 e um crescimento exponencial,

respectivamente.
ParaSawml: Tempo=A +B,N + BZNZ, comA, B, eB,, igual a16,89; -0,11; 1,23E-4, respectivamente.

ParaSAWm2: Tempo=Tempa,+ A€, com Tempa,=0; A=6,33; b=493,53

61



Observando avariacdo do tempo de CPU para SAWmM1 e SAWmM2, sob condi¢des controladas
(i.e., namesmamaguinae apenas um programaexecutado por vez) épossivel verificar queem SAWmM1
o tempo de simulacdo variacom N segundo um polindémio de ordem 2, ou sgja, muito mais lentamente
do queaexponencial crescentede SAWmM2.A medidaqueascadeiassetornammaisiongas(N > 1500)
ficanitidaadiferencaentre os dois métodos, e.g., em 2250 residuos temos para SAWm1 um tempo de
~400 h (ou ~17 dias), enquanto para SAWm2 ~ 600 h (~26 dias), i.e., um aumento de 65% no tempo de
simulacdo de SAWmM2 emrelagdo aSAWmML.

Note gque as duas diferentes abordagens das armadilhas topol dgicas por SAWmM1 e SAWmM?2
trazem significativas diferencas nos tempos de simulagéo, principalmente em cadeias longas (Figura
3.7b), jagque o tempo da primeira cresce por um polindnio de ordem 2, enquanto o segundo é por uma
exponencial crescente. Tais diferencas de tempo podem ser cruciais para a constituicdo de proteinas

reais, com al gunsmilharesadezenasde milharesderesiduos.

3. 4 Conclusodes

As abordagens diferentes, nos métodos SAWmM1 e SAWmM2, para retificar configuragoes
proibidas, as denominadas armadilhas topolégicas, mostram comportamento dependente do
comprimento N da cadeia nascente, e com diferentes implicagbes para a compactacéo e o tempo de
enovelamento.

As armadilhas comportam-se diferentemente, em SAWmM1 e SAWmM2, principalmente em
cadeias longas (N > 1000 residuos), conforme medido por quatro grandezas diferentes, que mostram
diferentesaspecto do armadilhamento topol 6gi co e cujas principai sdiferencas destacamosaseguir.

A frequénciadasarmadilhas, fA,,, em funcdo do comprimento variavel n, para SAWm2 temum

comportamento tipo log Normal (para N > 1000), enquanto que em SAWmL1 € sempre logaritmico,
com o pico dadistribuicdo de SAWmM2 cerca de 4 vezes superior ao de SAWmL, ou sgja, com muito

mais armadilhas no primeiro do que no segundo método. A distribuicdo das armadilhas, %fNA, ., em

funcéo do nimero de armadilhas NA,,, (=0, 1, 2, 3 ...) mostram distribui¢6es muito diferente nos dois
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meétodos, pois enquanto em SAWmM1 ha o predominio deNA, ., pequenos (deslocados para a esquerda)

em SAWm2 taisval ores séo desl ocados de formadecrescente gradativaparaadireita, confirmando que
SAWmL corrige maiseficientemente suasarmadil has.

O numero méximo de armadilhas max{NA, .}, com %fNA,, ndo nula, revela o quanto um

método pode ser maximamente custoso do que o outro paraaconclusdo do processo de crescimento da
cadeia, comdiferencadesfavoravel aSAWmM2 ao redor deduasacinco vezesmaisemN de500e1000 a

2250, respectivamente. Por fim para medir o quanto de armadilhas foram encontradas durante a
simulagéo utilizamos o ndmero total de armadilhas (2fA,,) em fungdo do comprimento N, que em

SAWm1 segue um comportamento linear, enquanto em SAWm2 équadratico.

Apesar detodaadiferencaquanto aos comportamentos das armadilhasem SAWmM1 e SAWm2,
elas influenciam diferentemente a compactacdo e o tempo de enovelamento. Quanto a compactacao,
medida pelo raio de giracdo médio, em duas formas independentes de medida, ndo € possivel
diferenciar conformacionalmente os dois métodos, pois seus resultados sdo bastante similares. A

gualidade dos resultados obtidos a partir do raio de giracdo foi atestadas pelo expoente de
escal onamento v com resultado compativel ao esperado, ou seja, superior ao v deproteinascompactase

cadeiaideal, einferior ao v de polimeroslinearesem bom sol vente.

As diferencas observadas nos comportamentos das armadilhas em SAWmM1 e SAWmM2, ndo
identificadas nacompactagéo, ressurgem no tempo de processamento, medido pelo temporeal de CPU,
em funcdo de N, dado por comportamentos quadratico e exponencial, respectivamente, ou sgja,
novamente desfavoravel aSAWm2, tal que em 2250 residuos adiferenca de tempo de CPU, jachegaa
maisdeumasemana.

Embora o tempo de simulagcdo em SAWmL1, com interacdo de esferarigida, ainda seja muito
elevado para cadeias longas, ta tempo deve mudar pouco quando realizadas implementacOes
adicionais, como a insercdo de outras interacdes, pois atualmente ja calculamos todas as distancias
intra-cadeia, 0 que costumaser um dosingredientesmaisonerososno tempo de CPU. Alémdisso, agora

também conhecemos alguns comportamentos e limites para os dois métodos utilizados para o
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crescimento de cadeia, o que facilita o entendimento de processos e mecanismos para o crescimento e

enovelamento de proteinas desnaturadas.
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