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Resumo

Neste trabalho foram avaliados os efeitos termodinamicos e cinéticos que
pequenas mutacoes em uma proteina otimamente desenhada, de 27 monoémeros
em um modelo de rede cibico para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade.
Este trabalho mostra que, pequenas mutagoes provocam uma diminuic¢ao do valor
da temperatura critica de enovelamento, bem como um aumento do tempo de
enovelamento. Estes efeitos foram verificados serem mais acentuados no regime
de baixa hidrofobicidade.

Palavras-chave: mutacao, modelo de rede, enovelamento de proteina
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Abstract

In this work it was evaluated the thermodynamic and kinetic effects of small
mutations in a well designed protein of 27 monomers in a cubic lattice model for
high and low hidrophobicity. This work shows that small mutations can lead to a
decrease of critical temperature of folding value, as well as an increase of folding

time. Was verified that these effects are more accentuated in low hidrophobicity.

Keywords: mutation, lattice model, protein folding
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Importancia e Bioquimica

As proteinas sao componentes essenciais aos sistemas vivos. Elas estao
presentes na estrutura de varios organismos e realizam a maioria das tarefas
necessarias para manter tais organismos vivos. As proteinas sdo formadas por
longas cadeias de aminodcidos unidas por ligagoes peptidicas. Os aminoacidos sao
as unidades basicas de uma proteina. Todas as proteinas, de todas as espécies,
da bactéria mais simples ao homem sdo construidas do mesmo conjunto de vinte
aminoacidos que ocorrem naturalmente [1]. A proteina é um polimero, consti-
tuido pelos vinte tipos de aminodcidos encontrados na natureza. O polimero
pode ser pensado pictoricamente como um colar, onde as contas deste colar sao
os aminodcidos, que podem ser de diferentes tamanhos e formas [2]. Os vinte
aminoacidos que ocorrem na natureza basicamente sao constituidos por um car-
bono que estd na cadeia principal da proteina denominado de C,, que possui lig-
ados covalentemente a ele, um grupo amina, um grupo carboxilico um atomo de
hidrogénio e uma cadeia lateral ou um radical R. O que diferencia um aminodcido

do outro é a sua cadeia lateral ou radical R, que varia em tamanho, forma, car-




ga liquida, reatividade quimica e capacidade de realizar pontes de hidrogénio e
pontes covalentes [1]. Os vinte tipos de aminodcidos que ocorrem naturalmente
podem ser genericamente classificados em polares e hidrofébicos. Na proteina os
aminodcidos estao ligados entre si por ligacoes peptidicas. As ligagoes peptidicas
sao formadas através da reagdo de condensagdo entre um grupo amina NH, e
outro do —O do grupo carboxilico, liberando uma molécula de dgua. A ligacao
peptidica possui uma estrutura planar pelo carater da dupla ligagao devido a res-
sonancia da ligacdo C = O e N—C, conferindo rigidez a sequéncia Co,—N—C—C,,
o conjunto de sequéncias Co—N — C — C, compdem o esqueleto da proteina [5].

Existem quatro niveis de estrutura que freqiientemente sao citadas em
discussoes de arquitetura de proteina. A estrutura primadria consiste na se-
quéncia de aminodcidos da sua cadeia polipeptidica. A estrutura secundaria
das proteinas inclui os padroes estruturais locais regulares de proteinas, como as
alfa hélices e as folhas beta pregueadas e as voltas. A estrutura tercidria nos
informa sobre a topologia global do arranjo espacial dos elementos estruturais
secundarios, especificando as posigoes de cada atomo, incluindo as das cadeias
laterais. A maioria das proteinas, particularmente as com massas maiores do que
100kD sao constituidas por mais de uma cadeia polipeptidica que associam-se
com uma geometria especifica. O arranjo especial dessas subunidades é conheci-
do como estrutura quaternaria[5).

A maioria das transformacoes quimicas em sistemas vivos sao catalisadas

por proteinas, que estdo envolvidas na execucgdo de tarefas especificas [6]. As

proteinas para se tornarem biologicamente ativas devem, a partir de uma dada
estrutura, primaria ou sequéncia da proteina, atingir uma conformacao particular
(nativa). A conformacgdo de uma proteina biologicamente ativa tem que ter certas
caracteristicas importantes. A conformacéio deve ser tnica e estavel do ponto de
vista termodinamico, além do fato de que esta conformacgao deve ser atingida
rapidamente para a proteina desempenhar sua tarefa especifica [5]. As questdes

que se tornam relevantes a partir destas caracteristicas sao: Dada a sequéncia
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de aminodcidos como a proteina atinge sua conformacao nativa ? Quais funcdes

sao definidas por uma configuragao tridimensional particular para cada espécie

de proteina? E quais os mecanismos que existem para que isto ocorra?

1.2 Enovelamento de Proteina

1.2.1 Introducao Histérica

Pauling e seu grupo durante 15 anos estudaram pequenas moléculas com-
postas de pontes de hidrogénio, e mostraram em 1951 [7], que tais moléculas tém
certas estruturas locais regulares, as quais eles denominaram de « (alfa) hélice e
folha 8 (beta). Watson e Crick [8] em seu trabalho de 1953 conseguiram prediz-
er as estruturas globais dos acidos nucleicos, conseguindo elucidar o processo de
hereditariedade. A importancia deste trabalho vem do fato do paradigma DNA—
RNA — proteina, que é o seguinte:A informacao contida em uma fita de DNA é
transcrita em uma fita de RNA, que por sua vez é traduzido como uma proteina
especifica . Estas duas publica¢ées que iniciaram a biologia molecular fizeram
com que os cientistas compreendessem que os processos fundamentais da biologia
molecular deveriam ser elucidados por uma abordagem fisico-quimica [2].

Utilizando uma abordagem fisico-quimica Christian B. Afinsen no inicio
dos anos 60 publicou um trabalho [9] muito importante para o desenvolvimento
do problema do enovelamento de proteina. Neste trabalho utilizando a ribonucle-
ase, uma proteina, Anfinsen media a atividade da proteina para varias condigoes
fisico-quimicas. Para condi¢oes desfavordaveis, a proteina se encontrava em seu
estado desnaturado, para condigoes fisiolégicas, a proteina se encontrava em seu
estado nativo (quando a proteina desempenha seu papel biolégico )[9]. Afinsen
mostrou que nao somente as estruturas locais, mas também as estruturas globais,

poderiam ser atingidas sem a existéncia de um maquindario bioldgico [10]. Tal tra-
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balho sugere claramente que as sequéncias de aminoécidos das proteinas contém
toda a informacgao necessaria para a proteina atingir seu estado nativo [11]. An-
finsen mostrou também que o processo, em que a proteina parte de seu estado
desnaturado e atinge seu estado nativo é reversivel, ou seja, que uma proteina ora
pode encontrar-se no estado nativo, ora em seu estado desnaturado. Foi observa-
do também que, quando a proteina se encontrava em seu estado desnaturado, a
proteina quebrava cinco pontes de disulfeto, quando a proteina se renaturava ela
formava novamente essas 5 pontes de sulfeto. Através deste resultado Anfinsen
entdo postulou que o estado nativo de uma proteina (conformagao esta que a
proteina é biologicamente ativa) é o minimo global dentre suas energias livres
acessiveis. A partir dai, entender o modo pelo qual uma sequéncia unidimen-
sional de aminodcidos de uma proteina atinge uma estrutura tridimensional tem
fascinado geragoes de bidlogos-moleculares, fisico-quimicos, matemaéticos e fisicos
e é denominado o Problema do Enovelamento de Proteina [2].

Depois de formulado o problema do enovelamento de proteina pela hipéte-
se termodinamica de Anfinsen, os cientistas comegaram a tentar compreender os
mecanismos pelo qual uma proteina passa até atingir seu estado nativo. O pro-
blema antes de mais nada nao é de fécil solugao, porque as proteinas sao sistemas
complexos, tornando dificil idealizar um modelo para as proteinas [12]. Além
disso o problema tornou-se ainda mais complicado, quando no final dos anos 60
Cyrus Levinthal em [13], levantou uma questao, que depois passou a ser chamado
de Paradoxo de Levinthal [14]. Levinthal mostrou que o espaco de todas as
conformacoes possiveis de uma proteina é muito grande para que a proteina vis-
ite todas conformagdes [11]. Admitindo que cada um dos N aminoécidos possa

assumir 7y orientagoes, entao o numero de conformagoes possiveis distintas que

uma proteina pode assumir é M = " [11]. Se supusermos por simplicidade

que temos um polimero com N = 100, sendo que cada mondmero pode assumir
somente duas orientacoes, entdo o nimero total de conformagdes diferentes ¢é

M = 2190 ~ 10%. Se ainda supusermos que neste espago de aproximadamente
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10% conformagdes fosse necessario 107'2 (pico segundo) para se pesquisar uma

unica conformagdo, entdo o tempo necessario para explorar todo o espaco das

conformagdes da proteina seria de 10'® segundos aproximadamente, o que da

mais que 10'* anos. Levinthal argumentou com esta estimativa que uma proteina
nunca atingiria a conformagao de minimo global de energia visitando todas as
conformagoes possiveis [15]. Usando argumentos semelhantes Levinthal levantou
um problema cinético, durante o processo de enovelamento, que deveria ser re-
solvido. Para solucionar esse problema, Levinthal postulou que a conformacao
do estado enovelado de uma proteina fosse encontrada por um caminho. Du-
rante mais de 25 anos essa idéia foi dominante na formulagao do enovelamento
de proteina. Com estes conceitos produziu-se uma grande quantidade de experi-
mentos cinéticos e termodinamicos, mas de modo geral foi muito dificil relacionar
tais resultados a um referencial com alguma consisténcia estrutural e energética
(2].

Uma visao alternativa comegou a surgir no inicio da década de 80. Este
ponto de vista sustenta que o mais importante para entender o processo de enove-
lamento é olharmos para o panorama global da superficie de energia da proteina.
Esta visao global do problema ¢é 1til se o enovelamento ocorre através da orga-
nizagao de um conjunto de estruturas que pode ser descrito por umas poucas
variaveis, e desta forma pensar em uma descri¢ao estatistica do relevo de energia.
De posse da descricao estatistica podemos assim construir ferramentas baseadas
na mecanica estatistica de sistemas minimamente frustrados, e de transi¢oes de
fase de sistemas finitos [2].

A teoria do relevo de energia e o conceito do funil estao no centro do re-
ferencial tedrico necessario para se entender quantitativamente a questao do eno-
velamento. Esta visao do mecanismo do enovelamento advém de uma alternativa
a idéia inicial de que devia existir um caminho para o evento do enovelamento

com estados intermedidrios claramente definidos [2].
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1.2.2 Interacoes do Enovelamento

A forma do relevo de energia é determinada pelas interagoes relevantes
ao processo de enovelamento [4]. Em estudos cristalogrificos e de modelos de
pepitidios Mirsky e Pauling [16] e Eyring e Stearn [17] propuseram que as pontes
de hidrogénio fossem as intera¢oes dominantes no enovelamento. Walter Kauz-
mann [18], em um trabalho 1959 , conseguiu mostrar que as pontes de hidrogénio
nao seriam fortes o suficientes para serem dominantes no processo de enovelamen-
to, porque as pontes de hidrogénio das cadeias laterais das proteinas realizadas
com as aguas vizinhas tém a mesma magnitude das pontes de hidrogénio in-
tracadeias encontradas no estado nativo da proteina. De modo que Kauzmann
argumentou que a intera¢ao importante para o enovelamento de proteinas estava
na tendéncia de aminoacidos hidrofébicos associarem-se entre si, e os aminoacidos
polares em se associarem com as moléculas de dgua, tal efeito foi denominado de
efeito hidrofébico [19]. Depois de Kauzmann ter publicado seu trabalho sobre
o efeito da hidrofobicidade no processo de enovelamento, passou-se a analisar a
influéncia da hidrofobicidade da proteina no enovelamento, e apesar de muitas
pesquisas feitas para se compreender as interacoes hidrofébicas os detalhes deste
tipo de interacao ainda nao sao completamente compreendidos. Em 20 anos de
observagao da regra de Kauzmann, a visdo que emerge é que a nao especifici-
dade da interacoes hidrofébicas favorecem a formacao de estruturas compactas,
deixando para as pontes de hidrogénio e as interagdes locais a responsabilidade
pelos detalhes internos da estrutura enovelada e por sua unicidade [4].

Apesar da diversidade das proteinas, elas formam uma classe de moléculas
relativamente homogénea, j4 que todas as proteinas sdo formadas pelos mesmos
vinte aminodcidos que ocorrem naturalmente [3]. Se considerarmos os graus de
apolaridade e polaridade dos amminodcidos podemos dividir os vinte tipos dife-
rentes em dois tipos basicos. O tipo hidrofébico H e o tipo polar P, entao

desta forma podemos imaginar que as proteinas sido constituidas basicamente de
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monomeros hidrofébicos H e mondémeros polares P (Modelo HP). Neste mod-
elo as interacoes dos monomeros hidrofébicos com a dgua sao desfavorecidas,
e as interagoes entre os monomeros hidrofébicos, bem como as interagoes dos
monomeros polares com as moléculas de dgua sdo favorecidas. As relacoes entre
esses dois tipos de monomeros bem como a relagdo de cada tipo de monémero
com as moléculas de dgua sio responséveis pela compactaciao da cadeia [4].

Se se admitir por simplicidade um modelo HP, no enovelamento os
monomeros hidrofébicos tentam minimizar sua drea de contato com a agua for-
mando um nucleo hidrofébico causando o colapso da cadeia em estruturas com-
pactas. Entretanto existem menos conformacoes compactas do que conformacoes
expandidas indicando assim que a entropia das conformacoes compactas é menor
do que a entropia das conformacoes expandidas. A maior entropia das confor-
macoes expandidas tenderd a se opor ao colapso da cadeia em uma estrutura
compacta. Neste processo existe uma competicao entre a minimizacao da energia
de interagao entre os monomeros e a perda de entropia pelo colapso da cadeia da
proteina[4].

Quando ocorre a compactacao da cadeia da proteina por causa do efeito
hidrofébico, dois monomeros hidrofébicos que estao distantes na sequeéncia, se
aproximam um do outro para formarem o nucleo hidrofébico e minimizar a en-
ergia da cadeia da proteina. Sé que estes monomeros distantes podem trazer
consigo mondmeros polares e por causa da conectividade da cadeia da proteinas,
esses mondmeros polares competirdo posigoes com os monémeros hidroféficos que

minimizam a energia, esta competi¢do é denominada de frustragao. O termo

frustragdo foi introduzido em 1977 por Toulouse [20] para um modelo de vidro

de spin para antiferromagnetos. Eles consideraram a interacao de trés spins.
Assumindo que a energia de dois spins antiparalelos, (1]) ¢ menor do que a in-
teracao destes dois spins quando estdo paralelos entre si (1) ou ({J). No entanto
quando se introduz um terceiro spin junto do par de spins antiparalelos,qualquer

orienta¢do que tenha este spin, para cima 1 ou para baixo |, nao se consergue
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minimizar todas as interacoes do sistema e entao diz-se que o sistema ¢é frustrado

[12]

1.2.3 Modelos de Vidros de Spins

Vidros de spin sao sistemas que podem ser considerados como analogos a
sistemas magnéticos, em que as interagoes entre os momentos magnéticos estao em
conflito umas com as outras devido ao “congelamento” estrutural do sistema. Tais
sistemas exibem uma transi¢ao de vidro em que o sistema se encontra armadilhado
em poucas configuracoes, dizemos que o sistema esta na fase vidro quando a
temperatura do sistema for 7' < Ty(que esta definido em 1.9). Apenas acima de
T, os tempos de relaxacao tem um largo espectro. Quando T' — T, alguns tempos
de relaxac¢ao come¢am a ser muitas ordens de magnitudes maiores que qualquer
tempo microscopico caracteristico. O intervalo das correlagoes no espago também
aumentam quando o sistema atinge a temperatura critica T,. Sendo mais preciso,
considere, para spins de Ising e a funcdo correlacao < S;S5; >;. Para vidros de
spins o sinal desta correlagao serd aleatdrio, de modo que é conveniente discutir o
quadrado da fungao correlagio < S;S; >%. Esta funcao decai a zero, geralmente
de forma exponencial para uma primeira aproximagao, quando |Ri— R;| aumenta.
O intervalo sobre o qual ocorre o decaimento é denominado de comprimento de

correlacao de vidro de spin £s¢, de forma que temos a fungao correlagao dada por

< §iSj > exp(—|R; — R;)/ésa (1.1)

De fato, observa-se que s aumenta quando o sistema aproxima se de T,
mostrando que importantes efeitos coletivos ocorrem quando 7" < T, . O aumen-
to de £s¢ parece ser menos rapido do que o aumento dos tempos caracteristicos.
Na fase de vidro ou os tempos e comprimentos de correlacdo divergem abaixo de
T,, ou simplestemte tornam-se significativamente grandes para poderem ser me-

didos.Na fase vidro tempos de relaxagio e comprimento de correlacao dependem
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10

das condigodes iniciais em que o sistema foi colocado. Portanto tais efeitos provo-
cam a quebra de ergodicidade do sistema de modo que é necessario definirmos um
parametro de ordem diferente do adotado para T > T,. Se existe uma transigao
de fase pode-se calcular a média temporal pela média da mecanica estatistica e
assim definir um parametro de ordem para o vidro de spin. O ordenamento de
spins em vidros de spins é um problema de materiais estruturalmente desorde-
nados, diferente de sistemas mais convencionais regulares tais como os cristais
ideais [22].

A fisica do vidro de spin advém de problemas sobre questoes fundamen-
tais e por isso foi pesquisada longamente pela fisica da matéria condensada, de
forma que foram apresentados varios tipos de modelos para os mais variados tipos
de vidros de spin. No entanto os varios vidros de spins estao divididos em dois
tipos bésicos: modelos triviais e modelos nao triviais. Os vidros de spins triviais
tem seu estado fundamental degenerado, e possui um relevo de energia com muitos
vales, mas todos eles com barreiras de energia entre os vales de mesmo tamanho.
Além deste fato, quando estes sistemas encontram a temperatura de vidro o eles
se congelam em muitas configuracoes diferentes. Outro tipo de vidro de spins sao
os modelos nao triviais. Para estes modelos o estado fundamental é nao degener-
ado com um relevo de energia rugoso que também possui muitos minimos, porém
estes minimos estao separados entre si por barreiras de energia de tamanhos difer-
entes. E quando o sistema encontra-se na fase vidro ele se congela em um niumero
pequeno de configuragdes [22]. Tal classe de modelos langou luz sobre o problema
de enovelamento de proteina. Para se descrever o relevo de energia rugoso asso-
ciado a tais sistemas os modelos precisam de dois ingredientes importantes, que
devem ser considerados conjuntamente, que sido: a aleatoriedade e a frustragao.
Estes dois termos tomados juntamente sao responsaveis pela rugosidade do relevo

de energia. A rugosidade do relevo de energia refere-se a competicao (frustragio)

entre os termos de interacdo da Hamiltoniana. Gross e Mezard [23] generalizaram

esta classe de modelos e mostraram que a Hamiltoniana para este tipo de sistema
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poderia ser descrita por:

H = Z '}i:[f‘gm?:psi Sf-_)_ LR Si

1<i1<i2...<ip<N

p

onde as interagoes de spin J;;,..;, sao dadas pela distribuigao:

p—171/2 )2
P(Jiliy.,.z'p)={f::7j| exp[—MNp_l (1.3)

(AJ)%p!

sendo que para p=1 e N spins livres temos o0 modelo Edwards-Anderson, para p=2
interagoes e N spins temos o modelo Sherrington-Kirkpatrick e para p — oo este
modelo torna-se equivalente ao modelo de energia aleatéria (Randon Energy

Model-REM (REM) de Derrida em [24].

1.2.4 Modelo de Energia Aleatéria

O modelo de energia aleatéria (Randon Energy Model-REM) é o
limite de uma familia de sistemas de vidros de spin, em que a correlagao entre os
niveis de energia pode ser desprezada. O modelo exibe uma transicao de fase que
tem uma temperatura 7, na qual abaixo dela o sistema se encontra congelado. O
modelo de Derrida devido as suas caracteristicas é solivel. O modelo de energia
aleatéria para um sistema de N spins de Ising tem as seguintes propriedades
(REM) [25]:

(i) O sistema tem 2V niveis de energia E;.
(ii) Os niveis de energia estdo distribuidos de acordo com a distribuigao
de probabilidade
1 —(E - FE)?

P = NGy P aN@ER

| (14)

(iii) As energias E; sao varidveis aleatérias.
As duas primeiras propriedades sao caracteristicas de muitos modelos de

vidros de spin (modelos nao triviais), especialmente definidos pela Hamiltoniana
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(1.2) A terceira caracteristica do modelo é uma simplificagdo adotada por Derrida
para que o modelo proposto por ele possa ser resolvido exatamente [25].

O nimero médio de estados com energias F e E + dE no modelo de
energia aleatoéria é

< n(E) >=2"P(E)dE. (1.5)
Quando < N(FE) >> 1 é possivel aproximar < log(n(E)) > por log < n(E) >, e
assim a entropia é dada por

S(FE) ~log < n(F) > (1.6)

ou seja, 3
(B = E)*
2N(AE)?

Desta equagdo encontramos uma energia critica E., dada por

S(E) ~ Nlog2 —

E.={E - AEN(2log2)"?}, (1.8)

onde a entropia se anula e a aproximacao (1.6) nao é védlida. Quando o sistema
encontra tal energia critica E,, o sistema fica entdo congelado em um pequeno
numero de estados de baixa energia. No limite termodinamico para E < E, ao

invés da equacgao (1.6), S(F) = 0. A temperatura desta transigao ocorre a [25]

1 A48
— = — 1=9
Ty OF |g=kE. {€:2)

o que da

1 2log 2)1/2
g

A energia livre do sistema é dado

22 7S seT>T,eS = N(2log2)/?
=FE — AN(2l0g2)"/? seT >T.

E -
B, =
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1.2.5 Modelo Bryngelson-Wolynes

Alguns experimentos de enovelamento de proteina sugerem que elas ten-
ham um relevo de energia consideravelmente rugoso. Contudo outros experimen-
tos mostram que o relevo de energia das proteinas é suave. Através de uma visao
fenomenoldgica pode se afirmar que o enovelamento de proteina ocorre em um
relevo de energia que fica entre o suave e o rugoso. O modelo Bryngelson-Wolynes
interpola estes dois limites utilizando o modelo de REM. Tal modelo esta baseado
em dois postulados [15].

Primeiro Bryngelson e Wolynes assumem que a energia de contato entre
dois residuos de uma proteina, que ndo ocorrem na estrutura nativa, pode ser
considerada como varidvel aleatdria, ou seja, as interacdes ndo nativas podem
ser tomadas como varidveis aleatérias. Segundo o modelo quando uma parte
da proteina se encontra em uma estrutura secunddaria correta as contribui¢oes
energéticas tendem a estabilizar a estrutura tercidria. Além disso, quando um
contato correto é realizado, em média os contatos possiveis diminuem o valor da
energia. Deste modo adota-se a medida de similaridade de estrutura, que é usada
para medir a distancia que uma proteina se encontra no enovelamento em relagao
ao estado nativo. A proteina pode sofrer algumas flutuagGes energéticas, mas a
medida que a similaridade de estrutura em relacao ao estado nativo aumenta,
pode-se garantir que a proteina esta se aproximando do estado nativo e que o
valor da energia estd diminuindo [15].

O modelo Bryngelson-Wolynes introduziu o conceito de frustragdo mi-
nima. Tal conceito corresponde a propensdo da estrutura secunddria nao estar
em conflito com a estrutura tercidria do estado nativo da proteina. Neste modelo,
a medida que a proteina se enovela, ela estd minimiza sua frustracdo. Bryngelson
e Wolynes utilizaram o termo frustragao minima para descrever o postulado

da suavidade. A suavidade do relevo de uma proteina aparece por causa da se-
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lecao das proteinas realizada pela evolugao. A evolucao escolhe sequéncias que
maximizem a habilidade da proteina em se enovelar rapidamente, para que se
tornem biologicamente ativa [15]. A suavidade dos relevo do enovelamento surge
da selecao de sequéncias de proteinas através da evolucao. Se hd a necessidade
de se enovelar rapidamente entao o relevo suave serd o panorama adequado. Por
outro lado, existem outros fatores que podem influenciar na evolugao. A evolugao
pode nao conseguir remover totalmente as interagoes frustradas de proteinas que
podem ocorrer naturalmente. De fato a evolugao neutra pode sugerir que aleato-
riedade e a frustracdo podem se estender até o ponto adequado de estabilidade e
enovelabilidade cinética [15].

A frustracao minima em proteinas pode ser facilmente mostrada. E-
xaminando o cristal de raios-X de uma macromolécula biolégica se pode notar
que as cadeias laterais sao mudadas pela evolucao para tornarem-se coerentes a
estrutura quaterndria ou super estrutura. Exemplos deste tipo de obser-
vagao podem ser encontrados nas zippers de luecinas e barris betas anfifilicos. Se-
queéncias simétricas como elas normalmente tém baixa frustracao. A consisténcia

entre estrutura secunddaria e estrutura tercidria é denominada de principio da

consisténcia estrutural que foi enunciado por Go[15).

Uma forma de medir a proximidade da configuracao é através da si-
milaridade da estrutura, pela contagem de contatos nativos corretos formados na
configuragao da estrutura nativa ,encontrados na configuracao atual, este é um
bom parametro do seu grau de enovelamento. Esta medida pode ser considerada
como uma coordenada de reagdo @, onde @) é uma varidvel normalizavel, variando
de 0 a 1. Quando a estrutura da proteina tem uma completa similaridade com
relagdo ao estado nativo @ =~ 1. Quando @ = 0 ndo existe nenhuma similaridade
com relagdo a estrutura nativa da proteina. Para o modelo Bryngelson-Wolynes
a energia de um dado estado aparece devido a contribuig¢des de muitos termos
aleatorios, tal que para cada valor de @ a distribuicao de probabilidade é uma

Gaussiana centrada na energia média dada por [2]:
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Através do modelo de energia aleatdéria pode-se determinar a energia livre do

P(Q,E) (1.12)

enovelamento, em analogia a equagao (1.11, para T > T)

AE*(Q)
el e

F(QT)=E@Q)

—TSo(Q), (1.13)

onde Sp(Q) ¢é a entropia configuracional, k, é a constante de Boltzmann. Para
altas temperaturas os estados desenovelados sao favorecidos. No entanto a tem-
peraturas baixas as configuracoes enoveladas serdo favorecidas. A funcao da
energia potencial possuird dois minimos. A temperatura de enovelamento é a
temperatura em que o processo de enovelamento comega a ocorrer. Uma forma
de definir a temperatura de enovelamento 7 é a temperatura em que os estados
desnaturado (@ = 0) e o estado nativo (@ = 1) estdo igualmente populados [2].
Muitas, sendo quase todas reagdes quimicas sao complexas e envolvem
a transposi¢ao de um numero grande de barreiras de energia. Exemplos deste
tipo de reacao sao as reagoes de isomerizagao e transporte difusional em vidros,
ligantes sendo ligadas a hemoglobinas e o enovelamento de proteina. O modelo
Bryngelson-Wolynes trata a dindmica do enovelamento como uma reag¢ao com-
plexa do tipo:D = N. Entretanto, a maioria das idéias dinamicas advém de
reagoes quimicas simples, realizadas na fase gasosa ou de isomerizacao da fase con-
densada em liquidos. O problema é que nao se pode descrever reagoes quimicas
complexas através de reacoes simples. Uma reagao simples pensada através da
Teoria de Transi¢do Padrao tem quatro pontos importantes. Em primeiro lugar o
solvente em reacgoes simples ou é ausente ou tem um comportamento passivo. Em
segundo lugar o estado inicial e final bem como todos os estados intermedidrios
tém estruturas bem definidas de tal forma que consideragoes a cerca da entropia
nao sio necessarias. Terceiro existe uma tunica coordenada de reagao bem defini-
da. E por 1ltimo o coeficiente de difusdo varia muito pouco desde o estado inicial

até seu estado final [15].
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O enovelamento como vimos acima estd longe de ser considerado uma
reacao simples pela Teoria de Estado de Transicao. O enovelamento é uma
reacao complexa que possui caracteristicas muito peculiares. Em primeiro lu-
gar ao contrario das reagoes quimicas padrdes, no enovelamento o solvente é
muito importante para a estabilizacao da estrutura enovelada da proteina. Em
segundo o estado desnaturado, o estado enovelado e todos os estados de tran-
sicao referem-se a conjuntos de estruturas e desta forma se faz necessaria uma
descricao que considere os efeitos da entropia. Em terceiro lugar, diferentemente
das reagoes quimicas padroes, o enovelamento tem varias coordenadas de reagoes
e diversos caminhos ou rotas que podem atingir o estado nativo. Por ultimo
existem mudancas qualitativas durante o enovelamento, em particular se 0 movi-
mento térmico de uma cadeia aberta for maior do que as estruturas colapsadas,

além disso o coeficiente de difusdo pode variar significativamente entre o estado

desnaturado e o estado enovelado [15].

Reacoes quimicas complexas como o enovelamento possuem relevos de
energia que precisam ser descritos por um grande nimero de parametros de ordem
por possuirem um grande nimero de pontos de sela e muitos minimos, tornando
a descri¢ao cinética do enovelamente dificil. No modelo de Bryngelson-Wolynes
a cinética é formulada da seguinte forma: a proteina se move de um estado a
outro por estados dinamicamente conectados. A proteina que estd com uma
dada similaridade Q com a estrutura nativa pode se mover para um estado com
uma similaridade @Q + dg ou @Q — dg. Entretanto cada estado estd conectado a
S microestados, onde S é bem maior do que 1 e bem menor do que o nimero
de estados da proteina. O estado de uma proteina é determinado pelo minimo
local dos S microestados de similaridade @ . Esta aproximagao é boa quando
o numero de aminoicidos que mudam simultaneamente é bem menor do que
o numero total de estados da proteina. A discretizagdo dos estados simplifica
bastante a matemética usada na andlise estatistica do relevo de energia. No

entanto, apesar da discretizacao dos estados, Bryngelson e Wolynes mantém uma
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coordenada coletiva que mede o progresso do enovelamento definida pelo relevo
de energia potencial [26].

O modelo Bryngelson-Wolynes estimou o tempo de enovelamento e o
tempo de vida de um estado em minimo local. No entanto, quando a temperatura
do sistema esta sendo abaixada a proteina pode encontrar um temperatura 7,

analogo a T, da equacéo (?77)

2k So(Q)
AE(Q)*’

na qual o tempo de vida de um estado pode se tornar compardvel ao tempo
enovelamento. A andlise de Bryngelson e Wolynes mostrou que para T' > T, a
proteina pode ser descrita por um ensemble estatistico e as equacoes de tempo
de enovelamento e tempo de vida de microestados sao vélidas. Para T' < T} a
proteina estd na fase vidro, ficando armadilhada em muitos minimos locais e o
enovelamento completo da proteina em sua estrutura nativa pode nao ocorrer.
Um ensemble estatistico é um conjunto de um nimero grande de N de sistemas
(ensemble), sendo que cada um desses sistemas pode ser pensado como a cdpia em
nivel termodinamico do sistema a ser estudado. As estruturas encontradas na fase
de vidro nao podem ser representada por ensemble estatistico, porque quando a
proteina atinge esta fase o sistema passa a depender das condigoes iniciais em que
foi colocada. Nesta fase as estimativas para o tempo de enovelamento, e tempo
de vida de um estado em um minimo local, feitas no modelo Bryngelson-Wolynes
deixam ser vélidas [15].

Sequéncias boas para o enovelamento sao sequéncias que se enovelam ra-
pidamente e que sejam dominadas por um forte gradiende de energia livre, o que
faz com que a proteina atinja a estrutura do estado fundamental (nativo). Para
que a proteina alcance a estrutura do estado nativo, ela precisa separar em ener-
gia a conformacdo nativa das conformagées que sao estruturalmente similares a
ela da maioria das outras conformacoes que nao tem nenhuma similaridade com

a estrutura nativa. Utilizando as idéias do modelo Bryngelson-Wolynes, Socci
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[27] mostrou que sequéncias boas para o enovelamento sio sequéncias que além
de possuirem um forte gradiente de energia, minimizem a frustracao da proteina
maximizando o valor da razao Ty /T, [28]. Goldstein em [?] utlizando mais de um
método seguro de se avaliar parametros diferentes avalivou certas grandezas de
interesse para o enovelamento e percebeu que o gap de energia( diferenca entre o
estado nativo e o primeiro estado excitado) esta sendo maximizado quando a razao
Ty /T, esta sendo maximizado. Neste trabalho entao, Goldstein et al. mostraram
que o gap de energia pode estar associado a estabilidade termodinamica, pois
quando a grandeza relativa a estabilidade termodinamica Ty /T, esta sendo maxi-
mizada o gap de energia também esta sendo maximizado. No modelo Bryngelson-
Wolynes, a maximizacao do gap de energia de uma poteina é uma consequeéncia
tautolégica do maior grau de estabilidade das interacoes presentes na estrutura
nativa por causa do principio de frustragdo minima. Os resultados obtidos por
Goldstein em [29] confirmaram a evidéncia do modelo Bryngelson-Wolynes de

que sequéncias boas sdo as sequéncias que maximizem a razao Ty /T,.

1.2.6 Funil

Leopold et al. em 1992[35] formularam o conceito de funil sugerindo
que a minimizagdo da energia, durante o processo de enovelamento, pode ser
acompanhada por um modelo cinético que otimiza o processo. O trabalho inicial
afirma que o estado nativo ¢ o tinico que possui as condigoes de ser cineticamente
acessivel, e termodinamicamente estdvel com respeito a flutuacoes locais em con-
dicoes fisiolégicas. As condigdes de unicidade do estado nativo, de acessibilidade

cinética, e de estabilidade termodinamicas sdo necessarias e suficientes segundo

Leopold para se descrever o processo do enovelamento [35].

Simplificagoes sao feitas para a descricdo do modelo cinético proposto
pelo conceito de funil de enovelamento. O trabalho apresenta um modelo de

rede, em que cada mondmero da sequéncia é colocado em um sitio da rede e
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considerando a proteina que seja um polimero de 27 monodmeros, tendo vinte
tipos de monomeros. O problema do enovelamento de proteina foi tratado em
um regime de alta hidrofobicidade. Neste regime as interagées entre monomeros
iguais sdo mais atrativas do que as interagdes entre mondmeros diferentes. Em
alta hidrofobicidade a proteina se enovela de um estado desnaturado aleatdrio
rapidamente para uma regiao de colapso e dai a proteina se reconfigura lentamente
até atingir o estado nativo. A dinamica do modelo do funil, para enovelamento,
pode ser pensada como uma coleciao de acontecimentos discretos entre os minimos
locais. Se a dinamica for governada pelas mesmas interacoes entre os residuos,
que as dirigem ao colapso, entao se pode dividir o movimento da proteina em dois
tipos: um relativamente rapido estericamente restringido ao movimento da cadeia
que nao envolve quebra de muitos contatos entre os residuos, e um outro tipo de
movimento que é lento por atravessar barreiras de energias associadas a grandes
flutuagdes conformacionais quebrando muitos contatos da cadeia e fazendo outros
contatos entre os residuos [35].

No trabalho original sobre o funil é sugerido que o enovelamento deve
ocorrer através de um rapido colapso da proteina de seu estado desnaturado
aleatério e posteriormente uma lenta reconfiguragao da proteina até que esta
atinja seu estado nativo. No funil esta reconfiguracao deve ocorrer entre confor-
macoes similares compactas, de modo que somente as interconversoes locais sao
permitidas depois do colapso da cadeia [35]. Desde que o conceito de funil esteja
acoplado ao fato de uma proteina poder se enovelar, entdo o funil de enovela-
mento dependerd da estrutura priméria da proteina, entdo se pode afirmar que
quando o funil de uma certa sequéncia de aminoédcido atinge uma conformagao
tinica estdvel dizemos que esta proteina é enovelavel. Quando uma certa proteina

exibe multiplos funis ou um funil que ndo consegue atingir um estado nico que

seja termodinamicamente estivel dizemos que esta proteina é nao enoveldvel [35]

A idéia de enovelamento usando o conceito de funil, é que a conformacao

colapsada de uma proteina sofre flutuagoes entre uma série de estados conforma-
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cionais densos que estdo na rota para que a proteina atinja seu estado nativo,
a cada momento a proteina estd mais proxima de sua conformagdo nativa. O
enovelamento é um processo de difusao entre estados compactos, que podem ser
medidos pelo nimero de contatos nativos que existem em determinado tempo. Se
os estados compactos estudados forem os maximamente compactos, entao se pode
descrever os estados da dinamica pelas projegoes em estados maximamente com-
pactos A conclusao do trabalho sobre o modelo funil, é que este modelo propos
a chave termodinamica e cinética que o enovelamento exige: convergéncia de
familias de caminhos difusivos para um tnico estado localmente estdvel e cineti-
camente acessivel. Este trabalho mostrou que a idéia proposta por Levinthal de
que deveria existir um tnico caminho para o enovelamento nao é verdadeira, ao
invés disso Leopold conseguiu mostrar que existe uma multiplicidade de caminhos
que a proteina pode tomar para atingir seu estado nativo [35].

O trabalho original sobre o funil de Leopold tratou de proteinas que se
encontravam em regime de alta hidrofobicidade, no entanto o conceito de funil

também é aplicavel para proteinas que estao em regime de baixa hidrofobicidade.

No regime de baixa hidrofobicidade as interagoes entre os monomeros iguais sao

atrativas, ao passo que as interacoes entre os monomeros diferentes sao repulsivas.
Neste regime a proteina se enovela diretamente em seu estado nativo, sem passar
por um colapso da cadeia da proteina. Aplicar o conceito de funil para o relevo
de energia do enovelamento de proteina pode ser descrito por uma visao cinética,
que considera o processo de enovelamento como a organizagao progressiva de um
ensemble de estruturas parcialmente enoveladas, as quais a proteina passa até
atingir seu estado nativo. Globalmente o relevo de energia assemelha-se a um funil
extensamente rugoso. A rugosidade local reflete as armadilhas transientes das
proteinas em minimos locais. A forma afunilada do relevo de energia é necessaria
para que a proteina venga o paradoxo de Levinthal. Tardiamente no processo
de enovelamento a proteina pode encontrar um caminho, mas neste estigio a

proteina ja estd quase enovelada de modo que a pesquisa conformacional torna-se
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limitada [2].

1.2.7 Motivacgao

O problema de enovelamento de proteinas tem sido intensamente aborda-
do pela comunidade cientifica, causando avancgos sobre a questao. Exemplos sao
o Modelo Bryngelson-Wolynes, que busca descrever o processo de enovelamento
estatisticamente, bem como o conceito de funil. Modelos simples, tais como os
modelos de rede tém desempenhado um papel fundamental na elucidacao dos
mecanismos associados ao problema do enovelamento de proteina. No modelo de
rede os monomeros de uma proteina ocupam os sitios da rede. O volume excluido
¢ introduzido nestes modelos considerando que um sitio da rede é ocupado por
um tnico mondémero. O modelo de proteina mais usado é o modelo HP, que
considera que o polimero tem somente dois tipos diferentes de monodémeros, um
que é o polar P e o hidrofébico H. O modelo de rede é uma aproximacao simpli-
ficada de proteinas. A grande vantagem em se utilizar este tipo de modelo é que
ele possibilita uma andlise mais profunda de aspectos essenciais, aspectos estes
que seriam de dificil abordagem com a utilizagao de modelos mais complexos
(realisticos). Por exemplo usando modelos de rede em duas dimensoes Chan e
Dill [36, 37] demonstraram que o enovelamento ocorre em um processo com duas
fases distintas: primeiro um rapido colapso da cadeia e depois uma fase lenta em
que a cadeia da proteina se reconfigura até atingir o estado nativo [27].

Conforme mencionado, quando ¢ maximizada a razao Ty/T, estamos
maximizando o gap de energia. Shaknovich e Gutin [38] estudaram na rede
sequéncias de 27 monomeros bem projetadas . Na rede eles [38] restringiram seus
estudos a conformagoes maximamente compactas. A escolha feita por Shaknovich
e Gutin [38] ndo foi gratuita porque uma conformac¢ao maximamente compacta

nao pode se interconverter em outra conformac¢io maximamente compacta, de
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modo que como vimos anteriormente o gap de energia ,calculado nos estados
maximamente compactos, esta associado a estabilidade da proteina, ou de outra
forma a maximizagdao da razao Ty/T,. Primeiro Shaknovich e Gutin [38], escol-
heram uma conformacdao maximamente compacta. Eles adotaram um cddigo de

duas letras para o polimero, em que o potencial é dado por:

& B

Al E E,
B\ E; E;

(1.15)

onde E; = -3 e E, = —1 (caso de alta hidrofobicidade). Fixando também que as
sequéncias tenham 14 monomeros do tipo A e 13 monomeros do tipo B, buscou-
se sequéncias com estado nativo tnico, e que tivesse a menor quantidade de

contatos entre monomeros diferentes (imprdprios), ou seja com menor frustragao

no estado nativo. A melhor sequéncia de duas letras foi a sequéncia bem projetada

¢ ABABBBBBABBABABAAABBAAAAAAB (sequéncia 002). E Importante

salientar que esta sequéncia tem seus 28 contatos na rede todos préprios(contatos
entre monoémeros iguais), um gap de energia igual a 4. Esta seqiiéncia 002 ¢ uma
sequéncia bem projetada por nido possuir em seu estado nativo nenhum contato
entre tipos diferentes de mondmeros [38].

Socci e Onuchic [27] confirmaram o principio de frustragao minima do
modelo Bryngelson-Wolynes, mostrando que sequéncias boas eram sequéncias
que nio tinham nenhum contato impréprio (entre monomeros diferentes) . Eles
trabalharam com seis sequéncias diferentes, entre elas estava a sequéncia 002
de Shaknovich. Socci e Onuchic mostraram que as sequéncias boas para o e-
novelamento eram as sequéncias com maior razao Ty/T,. Para os parametros de
E, = -3 ¢ E, = —1 a sequéncia 002 possui a razao Ty/T, com valor proximo de
= 1.3 [2§]

Posteriormente Socci e Onuchic[28] redesenharam a sequéncia 002 com

trés tipos diferentes de mondmeros, e obtiveram uma sequéncia bem projetada
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ABABBBCBACBABABACACBACAACAB (sequéncia 012), que também nao
tem nenhum contato impréprio no estado nativo. Esta sequéncia (012) possui

11 monémeros do tipo A, 10 monémeros do tipo B e 6 monomeros do tipo C. O

potencial de interacio adotado foi semelhante ao adotado por Shaknovich que foi

dado por
A B C

AlE E, E,
B| Eu E, E, (1.16)
C\Ey B, E

onde E; = -3 ¢ E, = —1. O estado nativo da sequéncia 012 é mostrado

na figura (1.1)

Figura 1.1: Estrutura Nativa da sequéncia 012

Com a mudanca do cédigo de 2 para 3 tipos distintos de monémeros




houve um aumento da razao Ty /T, de 1.3 para 1.6 indicando que a sequéncia 012

deve ser menos frustrada e ainda mais bem projetada do que o da sequéncia 002.
Dada uma sequéncia otimamente desenhada, como a sequéncia 012, nosso traba-
Iho investiga o efeito das mutagoes em tais sequéncias. As questoes abordadas sao:
Como perturbagoes na sequéncia primaria afetam a estabilidade termodinamica
e cinética destas proteinas? Estes efeitos variam com o grau de hidrofobicidade
do sistema?

Do ponto de vista evolutivo é importante que as proteinas utilizadas na
biologia apresentem um enovelamento robusto as perturbacoes na sua estrutu-
ra primaria. Caso contrario, proteinas que sofram pequenas mutagoes poderiam
comprometer seriamente a sua atividade bioldgica, por nao se enovelar satisfatori-
amente, ou por precisar de muito tempo para atingir a estrutura nativa. Questoes
como a diversidade de sequéncias para uma mesma proteina em diferentes espécies

também sao abordadas através deste estudo.




Capitulo 2

Modelo de proteina na rede

2.1 Estruturas compactas e Energética

Os polimeros estudados sao todos do tamanho de 27 monoémeros. Neste
trabalho a proteina foi considerada como um polimero em que seus monomeros
estao posicionados em uma rede cubica tridimensional . Os monoémeros estao
conectados aos seus vizinhos mais préximos na sequéncia de aminodacidos cova-
lentemente [39]. Cada monémero ocupa somente um sitio (volume excluido) da
rede cibica. Trabalhando em um modelo de rede, nao é ficil enumerar todas
as conformacoes compactas de um polimero, entretanto é factivel enumerar as
conformagbes maximamente compactas de um polimero. As conformagoes max-
imamente compactas sao cubos com todos os vinte e sete sitios ocupados pelos
monomeros do polimero. Nestes cubos o nimero total de contatos na rede (de-
sconsiderando os contatos devido as ligagoes covalentes) ¢ de 28 contatos. O
nimero total de cubos compactos é 103346. Se escolhermos um potencial de in-
teracao que favoreca a formacao de contatos entdo a conformagao nativa de uma
dada sequéncia pode ser encontrada pela enumeragao dos cubos compactos, e o

estado nativo serd dado pelo estado maximamente compacto com menor ener-
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gia. Trabalhando no espaco das conformacoes compactas podemos controlar a
degenerescéncia do estado nativo. Como estamos interessados em polimeros que
tenham comportamento de proteinas, estaremos interessados em polimeros que
tenham o estado nativo nao degenerado para satisfazer a condicao de que o es-
tado nativo deve ser unico. Neste trabalho estudamos polimeros no espaco das
configuragoes maximamente compactas na rede 3x3x3 monoémeros.

Em nossos estudos utilizamos sequéncias de 27 monomeros com tres tipos
diferentes de monomeros. As sequéncias estudadas mantém constante a propor¢ao
11:10:6 para os mondmeros A, B e C respectivamente. A energia da sequéncia é
dada pela interagao de contato entre os vizinhos mais préximos na rede (descon-
siderando os contatos covalentes da sequéncia do polimero). A energia entre dois
monomeros iguais é dada por Ej, e a energia de contato entre dois monomeros

diferentes é dada por F,, de modo que a funcao energia é dada por

E = N\E; + N,E,, (2.1)

onde N; é o nimero de contatos entre monoémeros iguais e N, é o nimero de

contatos entre monomeros diferentes. O potencial de interagao é dado por

A B @
A By by Dy
B|Eu E, E,| (2.2)
C\E, FE, E

Em nosso trabalho utilizamos dois tipos diferentes de potenciais. Um poten-
cial altamente hidrofébico, como visto anteriormente favorece um enovelamento,
onde primeiro o polimero se colapsa rapidamente em estruturas compactas e de-
pois lentamente este polimero se reconfigura até atingir o seu estado nativo. O
outro tipo de potencial utilizado é um potencial de baixa hidrofobicidade. Neste
regime, a proteina vai se enovelando em sua conformagao nativa, sem passar pelo

colapso inicial da cadeia, que ocorre no caso de um potencial de alta hidrofobi-
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cidade. Do ponto de vista pratico a andlise do comportamento termodinamico
do sistema pode ser realizada facilmente nos dois regimes pois se estivermos em
um certo regime hidrofébico e quisermos avaliar as grandezas termodinamicas
em outro regime, é s6 reescalarmos os valores das energias F; e E,. Por exemp-
lo, se quisermos saber o valor de energia do estado nativo, que foi calculado no
regime de alta hidrofobicidade, agora no regime de baixa hidrofobicidade, pre-
cisamos saber os valores de N; e N,, e mudarmos os valores de E;, e E,, e assim
recalcula-se o valor da energia do estado nativo para baixa hidrofobicidade. Para
alta hidrofobicidade E; = -3, e E, = —1, para baixa hidrofobicidade, E; tem o
mesmo valor que para alta hidrofobicidade E; = -3, e E, = 3.

Como vimos é muito facil expressar a energia de um polimero em termos
de FE; e F,. Entretanto algumas propriedades deste modelo sao mais claras se
considerandos os conjuntos de parametros Eg.,y, A e k. Para um polimero com
dois tipos de monoémeros, com igual abundancia na cadeia do polimero, definimos:
Eavg = %(E; + E,) e A = (E, — E;), onde E,,, indica a compactagdo da cadeia.
Se FE,y, for menor que zero o colapso da cadeia do polimero serd favorecida. A
indica a rugosidade do relevo[40]. Para cadeias de polimeros com mais de dois
tipos de aminodacidos, que possuam os diferentes tipos distrubuidos igualmente ao
longo da cadeia, as defini¢oes acima apresentadas deixam de ser apropriadas por
estarem definidas para polimeros que tenham somente dois tipos de monomeros

Chahine et al. [41], mostraram que para cadeias com m tipos diferentes de
monomeros os parametros que descrevem bem o modelo sdo a energia média (nao

especifica) entre mondmeros nao ligados pode ser dada

B @ S If2E + fi(1 = f)E, (2.3)
=1

para indicar a compactacao da cadeia,onde f;, é a frequéncia relativa do monomero
i na cadeia do heteropolimero. O valor de E,;, nos informa o quanto os contatos
sao favorecidos, ou sobre o grau de compactagao da cadeia, se o valor de E,; for

menor do que zero a formacgdo de estruturas compactas colapsadas serd favore-
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cida. A rugosidade do relevo, segundo Chahine et al. [41],para polimeros de m

tipos diferentes de monémero pode ser expressada aproximadamente por:

-~ ) ) 1/2
e { Z[ff(Eg — Ens)2 +fil = ) (B — Eﬂ5)2]} )

e a razao

(2.5)

¢ um parametro que mede o grau de hidrofobicidade. Em nosso trabalho temos
m = 3 monomeros distintos para polimeros de 27 monomeros que mantém a pro-
porgao 11:10:6 respectivamente para os monomeros do tipo A, B e C, indicando
assim que a ocorréncia destes monémeros é 11/27,10/27 e 6/27 respectivamente
para os monomeros do tipo A, B e C. Obtemos para o regime de alta hidrofo-
bicidade HH, E,s(HH) = —1.70, indicando que a compactacdo da cadeia estd
sendo fortemente favorecida, e o valor de A(HH) = 0.95 o que dd um valor
de k(HH) = 1.78. Para o regime de baixa hidrofobicidade LH obtém-se que
Ens(LH) = 0.94, este valor nao assegura o colapso da cadeia. O valor de A(LH)
para baixa hidrobobicidade é de 2.85 o que nos dd um x = —0.33. Grandezas co-
mo o nimero de contatos Z foram determinado pelo método histograma de Monte
Carlo, o qual serd descrito mais adiante. A temperatura critica de enovelamento7’
¢ determinada usando o crtitério de Gutin dado em [39], que define a temperatu-
ra critica de enovelamento como a temperatura na qual metade do nimero total
de contatos nativos sao formados. Depois determinada a temperatura critica de
enovelamento é realizada uma anadlise cinética dos polimeros através do Método
de Monte Carlo padrao, com especial interesse em medirmos os tempos de enov-
elamento e de colapso para os polimeros pesquisados.

Devemos agora especificar a dinamica de nosso modelo. Para sistemas
em modelos de rede ndo existe uma tinica maneira de definir o conjunto de movi-

mentos que podem ser adotados, sendo que cada conjunto de movimento pode nos
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fornecer comportamentos cinéticos diferentes. Chan e Dill em [36, 37] mostraram
que medidas como o tempo de colapso dependem do tipo de conjunto de movi-
mentos adotados. A idéia é adotarmos um conjunto de movimentos que seja do
ponto de vista dindmico o mais realista possivel. Tem se que tomar cuidado com o
tipo de informacao a ser extraida da dindmica em rede. Uma questao inaproriada
de se fazer quando adota se um conjunto de movimentos na rede, por exemplo,
é desejarmos analisar os detalhes especificos que influenciam na formagao da es-
trutura secundéria de um polimero, para tal tipo de interesse precisariamos de
um conjunto de movimentos mais realista. No entanto comportamentos gerais do

colapso e do enovelamento nao devem depender dramaticamente do conjunto de

movimentos adotados [27].

O conjunto de movimentos neste modelo consiste de movimentos locais
que preservam as ligacoes covalentes do polimero e impdem que cada sitio da
rede seja ocupado por somente um monémero. Este conjunto de movimentos foi
desenvolvido pela dinamica da fisica de polimeros. Estes movimentos padroes sao

constituidos por trés tipos de movimento como na figura 2.1,

Corner Crankshaft

Figura 2.1: tipos de movimentos

O movimento de fim consiste do movimento dos fins da cadeia movem-se
para sitios adjacentes vazios. O movimento de canto, que consiste do movimento
de um mondémero e o movimento de eixo de manivela em que dois monomeros
sao movimentados simultaneamente como na figura 2.1. Movimentos mais com-

plexos, em que mais de dois mondmeros se movimentam simultaneamente podem
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ocorrer. Mas para tais tipos de movimento devem existir taxas diferentes, isto
¢, o movimento de cinco monomeros simultaneamente ocorrera mais lentamente
que o movimento de um unico monémero. Se isto nao for levado em conta, as
escalas de tempo serdao distorcidas para movimentos diferentes, o que quer dizer
que encontraremos tempos “fisicos” diferentes, porque estes tempos dependerao
do tipo de movimento que o polimero sofreu. Para corrigirmos isto nés utilizamos
uma probabilidade diferente para cada tipo de movimento. Como no nosso caso
os polimeros sao pequenos nés movimentamos somente um ou dois mondémeros
por vez [27].

Existe um comentario que deve ser feito sobre o conjunto dos movimentos
escolhido para a dinamica na rede, eles sdo nao ergédigos. Em particular, nao ¢é
possivel que uma cadeia atinja uma conformacao compacta de né a partir de uma
conformacao estendida. A questao é se a nao ergodicidade dos movimentos cria
algum problema. A resposta simples para o problema é que estamos interessados
na dinamica do enovelamento, quando o estado nativo da proteina é acessivel,
nao existindo problemas devido a existéncia de estados inacessiveis. Mais pre-
cisamente, os estados inacessiveis podem ser vistos como sendo irrelevantes do

mesmo modo que estados altamente diferentes sao irrelevantes para proteinas

reais. A cadeia pode formar um né. E sabido que proteinas reais nao tem esses

nos, entretanto no enovelamento as proteinas passam por estes estados com nos.
Estritamente falando, nao é impossivel uma proteina atingir um estado de né,
isto é apenas diferente. Devido aos vinculos da rede, o estado de né é inacessivel
mais que diferente. Entretanto a existéncia de estados que teham nés nao afe-
tara as propriedades gerais do enovelamento. Uma maneira de argumentar é que
estes estados inacessiveis nao afetam os calculos termodinamicos. Em particular,
qual seria o efeito pelo fato do movimento da cadeia estar restrito ao subespaco
ergddigo, ao invés de considerar todo o espago? De que maneira dependera os
tamanhos relativos do espago excluido? Na pratica para pequenas cadeias de

proteinas o erro introduzido pela ndo ergodicidade do conjunto de movimento é
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menor do que o erro estatistico [27].

Um movimento ¢ realizado usando o algoritmo Metropolis Monte Carlo.
Um monomero da cadeia é escolhido de forma aleatéria. Se o monomero sele-
cionado for um monoémero do fim da cadeia, entao seleciona-se aleatoriamente um
ponto vizinho. Se for verificado que este ponto nado faz parte do fim da cadeia,
entao ele pode ter um movimento de canto ou de eixo de manivela, dependendo
da posigao dos vizinhos ao longo da cadeia. Se algum dos movimentos permitidos
violar o vinculo do volume excluido, colocando dois monémeros em um mesmo
sitio ,entao o polimero retorna a configuragao anterior e um novo monomero é
escolhido. Se um movimento é possivel, ou seja, se o sitio da rede é vazio, entao
a energia da conformagao é calculada e comparada com a energia original. Se a
energia diminuir o movimento ¢é aceito incondicionalmente. Se a energia aumenta,

entao o movimento é aceito com a probabilidade usual de Boltzmann:

P = Cxp[_(Enovﬂ - Eve”w)/T (26)

onde E, e € Eyene S30 respectivamente as energias nova e antiga. Note que
foi escolhido que a constante de Boltzmann como um k, = 1. Se a energia
do movimento aumentar, calcula-se a probabilidade P dada pela equagao acima
e gera-se um numero aleatdrio entre zero e um, se o nimero aleatério gerado
for menor do que o valor da probabilidade P, entdao o movimento é aceito caso
contrério é rejeitado [27).

O método de histograma de Monte Carlo é uma amostragem do Monte
Carlo. O histograma de Monte Carlo é uma técnica que corre vdrias simulagoes
para um certo intervalo de temperatura, ou seja, é calculado um histograma

utilizando o algoritmo de Monte Carlo. Este histograma em uma temperatura 7',

a mede a probabilidade da energia E ocorrerem h(E,T"). Isto é igual a média

térmica da densidade de estados
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n(E)e"EfT'
Z(T)

onde Z(T") é a funcio de particio para a tempetatura 7"

ME,T) =

Z(T') =Y n(E)e B/ (2.8)
E

n(E) = h(E, T )eE/T 2(T') (2.9)

onde Z(T') é uma constante multiplicativa desconhecida. Para grandezas inten-

sivas a média térmica é calculada usando

L5 O(E)n(E)e /"
Sen(B)e P

0 S(T)=
ou de outra forma

2 O(E)n(E)e” 5/T+E/T
S5 h(E, T")e BIT+E/T

<0>(T)= (2.11)

Se o interesse é em calcular grandezas extensivas como a energia livre e
a entropia, torna-se necessario determinar a constante Z(7"). Para nosso sistema
¢ possivel calcular a funcao de particao Z(7") e obter a densidade de estados.
Para determinar a constante Z(7") precisa-se conhecer a multiplicidade de es-
tado energético. Por exemplo, as sequéncias estudadas aqui neste trabalho sao
sequéncias com estado nativo nao degenerado. Isto significa que n(E,;) = 1, onde
E.; é a menor energia dos 103346 cubos maximamente compactos. Z(7") pode
ser determinada e a energia livre entao pode ser calculada usando F' = =T logZ.

H4 um limite para o intervalo de temperatura sobre o qual a equagao
(2.11) é valida. Para temperaturas que estdo muito longe da temperatura de
simulacdo (enovelamento), os erros no calculo da densidade de estados tornam-
se significativos usando a equacao (2.9). Para uma dada temperatura o sistema
somente é amostrado para uma dada energia do espago de fase. Para altas tem-

peraturas de simulagdo , o estado nativo nunca € investigado, por outro lado para
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temperaturas muito baixas um estado com energia alta nunca serd alcancado.
Consequentemente, a densidade de estados nao serd correta para regides nao
amostradas de forma apropriada. Os limites do intervalo de temperatura podem
ser explorados por qualquer simulac¢ao, que monitore os erros no calculo da den-
sidade de estados. Uma solugao para este problema é o método de multiplos
histogramas. A idéia é usar varias simulacoes interligando os histogramas, para
que estes histogramas sejam analisados juntamente.

Para os nossos polimeros de 27 monomeros usados neste trabalho, um
histograma simples nos fornece resultados satisfatérios sobre um intervalo de
temperatura de interesse. A razao ¢ que a largura do histograma de energia

tem uma escala como 1/v/ N, onde N:é o tamanho do sistema. No nosso caso

o sistema é pequeno o suficiente para assegurar que os histogramas sao largos e

uma grande regiao do espaco de fase é amostrada para uma dada temperatura.
Em nosso trabalho realizamos a simulagdo Monte Carlo na temperatura critica

de enovelamento T7.
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Capitulo 3

Resultados

Para analisar o efeito de mutagoes sobre uma sequéncia bem projeta-
da com relacao a estabilidade termodinamica e cinética, neste trabalho foi es-
colhida uma sequéncia bem projetada com um cddigo de trés letras ABABB-
BCBACBABABACACBACAACAB (sequéncia 012). Esta sequéncia foi esco-
lhida para nosso trabalho porque ela é uma sequéncia otimamente projetada,
que possui uma grande esbabilidade, com uma razao Ty/T, = 1.6 maximizada,
garantindo que, como vimos anteriormente que, a sequéncia bem projetada tenha
um grande gap de energia para o modelo de rede 3x3x3, de modo que garanta
que este gap esteja aasociado a estabilidade da proteina. Sobre esta sequéncia
foram realizadas mutagoes simples e duplas. Uma mutagao simples permitida em
nosso trabalho, pode ser entendida como a troca de posigao de dois monomeros
diferentes na sequéncia do polimero bem projetado, ou seja, toda vez que na se-
quéncia bem projetada encontrarmos dois monomeros diferentes, entdao se troca
de posicao estes dois mondmeros e se considera que esta mutacao simples gerou
uma nova sequéncia mutada. Uma mutagdo dupla é a troca de posicao de dois
pares distintos de monoémeros diferentes na sequéncia do polimero. As mutagoes
simples ou duplas sempre mantém a proporc¢ao da sequéncia bem projetada (se-

quéncia 012) de 11:10:6 monomeros respectivamente para A, B e C.

34
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Todas as sequéncias mutadas, com uma ou duas mutacoes diferentes, per-
correram o espaco das conformagoes maximamente compactas para um polimero
de 27 monomeros em uma rede ciibica 3x3x3. Percorrendo este espago para todas
as sequencias diferentes se procurou saber quais destas sequéncias tinham esta-
do nativo nao degenerado, para que as sequéncias mutadas estudadas tenham
um comportamento de uma proteina. Para as sequéncias com estado nativo nao
degenerado, avaliou-se os valores da energia do estado fundamental da proteina
bem como o gap de energia

gap = E; — EQ (3.1)

onde Ej é a energia do estado fundamental (nativo) e E; é a energia do primeiro
estado excitado. O célculo do gap de energia é realizado mantendo-se as configu-
ragoes das duas menores energias, sendo que a menor energia (estado fundamen-

tal) Ey necessariamente ndo pode ser degenerada e o Zscore

E > -F,
Zhtore =20 (3.2)
o

onde < E > é a energia média das conformacoes maximamente compactas e ¢

dado por
M
i=1 JiEi
i=1J?

, onde "M, fi = M, que o nimero total de conformagdes maximamente com-

pactas para uma rede cibica 3x3x3, ou seja M = 10346 e o é o desvio padrao
que é dado por: 0 =< E* > — < E >% onde < E? > é a média da soma
das energias ao quadrado. Estas duas grandezas sao duas grandezas relativas a
estabilidade da proteina muito debatidas na literatura. Alguns dizem que o gap
de energia associado ao valor da energia do estado fundamental é a melhor forma
de se medir a estabilidade da proteina, outros afirmam que o Zscore é a melhor
formal[42] , por isto é que neste trabalho medimos as duas grandezas para avaliar
a estabilidade da proteina. A sequéncia 012 no espago dos cubos 3x3x3 tem a

energia do estado nativo Ey = —84, gap = 8 Zscore = 6.75.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



36

O espaco de sequéncias com somente uma sequéncia sobre a sequeéncia
bem projetada é de 236. Este niimero é obtido fazendo-se todas as mutagoes sim-
ples sobre a sequéncia original, de modo que a cada mutagao simples permitida se
considere uma sequéncia de polimero diferente. Uma forma simples de se enten-
der como sao realizadas as mutagoes ¢ a seguinte: toda vez que dois monomeros
da sequéncia de aminoacidos diferentes forem encontrados, trocam-se de posi¢ao
estes monomeros e se considera que esta permutacao gera uma nova sequéncia
da proteina mutada . De todo o espaco de sequéncias com uma mutacao, que
tem 236, 204 delas tém o estado nativo nao degenerado. Das 204 sequéncias dife-
rentes com estado nativo nao degenerado, 196 (96% das sequéncias mutadas com
estado fundamental ndo degenerado) sequéncias tém a mesma estrutura nativa
da sequéncia original (sequéncia 012) vide figura (??7). No caso de duas mutagoes
realizadas sobre a sequéncia bem projetada estao envolvidos quatro monomeros,
ou melhor dois pares de monomeros. Na mutacao dupla, toda vez que se en-
contrava dois pares de monomeros diferentes na sequéncia original, realizava-se
a troca de posi¢do na sequéncia dos dois pares de monomeros, aqui a mutagao
dupla, ou de outra forma a permutacdo dupla pode ser entendida como duas mu-
tagoes simples que ocorrem simultaneamente. A cada mutacao dupla considera-se
uma nova sequéncia de polimero. Quando obtida uma nova sequéncia com mu-
tacao dupla se verificava se esta nova sequéncia ja nao tinha sido obtida para o
caso de uma mutagdo simples com estado nativo ndo degenerado. Para o caso
de duas mutacoes possiveis obtém-se 20076 sequéncias mutadas diferentes, desse
total foram encontradas 9224 sequéncias diferentes com estado nativo nao degen-
erado. Do total de 9224 sequéncias diferentes com estado nativo nao degenerado,
4214 sequéncias (46% das sequéncias com estado nativo nao degenerado) tém a
mesma estrutura nativa da sequéncia original. Tais resultados indicam que quan-
do vamos do caso de uma mutagao simples para o caso de uma mutacao dupla,

a porcentagem de sequéncia com estado nativo unico que tem a mesma estru-

tura da sequéncia original cai de 96% para 46%. Isto mostra que as mutagoes
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duplas podem causar grandes mudancas de comportamento termodinidmico nas
sequéncias mutadas. Como este trabalho esta interessado em sequéncias mutadas
que mantenham um comportamento termodiniamico semelhante ao da sequéncia
original, entao decidimos a estudar as sequéncias, ou seja as 204 sequéncias com
estado nativo nao degenerado, que tém somente uma iinica mutaciao em relagiao

a sequéncia original.

numero de sequencias

Figura 3.1: Histograma das energias das sequéncias mutadas nao degeneradas

O histograma 3.1 acima nos fornece as energias das sequéncias mutadas
com estado fundamental nao degenerado. Das 204 sequéncias mutadas somente
uma sequéncia possui energia —72, 45 tém energia -74, 84 tém energia -76, 63
possuem energia -78, 11 sequéncias tém energia -80, mostrando que nenhuma
sequéncia mutada consegue ter um estado nativo nao degenerado,ou seja, um
estado navivo sem contatos improprios.

A relagao entre o gap de energia com o Zscore é dada na figura(3.2).




1 PERMUTACAO

T T V-O% T *
3 frustracoe 2 frustracoes

Figura 3.2: Relacao entre gap de energia e Zscore

Neste grafico a estrela é o ponto relativo a sequéncia 012. Podemos observar que
nehuma sequéncia mutada consegue ter um gap de energia ou Zscore maior do que
o gap e o Zscore da sequéncia bem projetada. Pode se observar neste grafico que a
medida que o gap de energia e o Zscore crescem o niimero de sequéncias mutadas
diminuem. Das sequéncias mutadas com gap de energia igual a oito escolheu-
se inicialmente a sequéncia com maior Zscore que possuia a maior frustracao,
que é dada por ABABBBCBABBABACACACBACAACAB para comparar seu
comportamento cinético com a da sequéncia bem projetada (012). A sequéncia
mutada tém trés contatos impréprios, ou seja, a energia do estado nativo desta
sequéncia é Fy = —78 no regime de alta hidrofobicidade ¢ Ey = —66 para o
regime de baixa hidrofobicidade , enquanto que a energia do estado nativo da
sequéncia bem projeta nao possui nenhum contato impréprio, ou seja, a energia

do estado fundamental ¢ Ey = —84.




39

A temperatura de enovelamento para a sequéncia mutada foi determinada
utilizando o critério de Gutin et al. [39],tal critério define a temperatura critica

de enovelamento como a temperatura na qual metade dos contatos nativos estao

formados. Usando esta definicio a temperatura critica Tyde enovelamento como

Ty = 1.32 para o regime de alta hidrofobicidade e Ty = 1.35 para o regime baixa
hidrobobicidade. As temperaturas de enovelamento da sequéncia 012 para alta e

baixa hidrofobicidade sdo respectivamente 7y = 1.5 e Ty = 1.9.

Projetada

— alta(Tf=1.5)
— baixa(Tf=1.9)

Figura 3.3: Sequéncia bem projetada

Os comportamentos das energias livres em fun¢io dos contatos nativos @
para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade da sequéncia bem projetada, estao
apresentados na figura ( 3.3). A curva vermelha refere-se ao comportamento da
proteina bem projetada (012) em alta hidrofobicidade, e a curva azul refere-se ao
comportamento da proteina bem projetada em baixa hidrofobicidade. As curvas
da energia livres para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade tém compor-
tamentos superficiais parecidos. Porém examinando as duas curvas mais detal-

hadamente percebe-se a curva de energia livre em fun¢io do mimero de contatos




— alta (T=1.32)
— baixa (Tf=1.35)

Figura 3.4: Sequéncia mutada

nativos, indicando que a proteina bem projetada tem uma barreira de energia

para que o enovelamento ocorra menor do que para alta hidrofobicidade.Um out-

ro ponto importante é que o minimo do estado desenovelado (@ < 16) tanto para

o regime de alta hidrofobicidade como para o regime de baixa hidrofobicidade
estao proximos. O tempo de enovelamento para a proteina bem projetada em
alta hidrofobicidade é aproximadamente cinco vezes mais lento do que para baixa
hidrofobicidade

Os comportamentos das energias livres em func¢ao dos contatos nativos @
para os regimes de alta e baixa hidrofobicidade da sequéncia mutada, estao apre-
sentados na figura ( 3.4) . A curva azul refere-se ao comportamento da proteina
em baixa hidrofobicidade, e a curva vermelha refere-se ao comportamento da
proteina mutada em alta hidrofobicidade. A sequéncia mutada tem ainda um
comportamento superficial global semelhante para os regimes de alta e baixa
hidrofobicidade. Nota-se que a curva de energia livre para baixa hidrofobicidade

ja4 nao é tao suave quanto no caso da sequéncia bem projetada. Ao passo que
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para alta hidrofobicidade o comportamento da curva de energia livre em funcao
do niimero de contatos nativos j4 ndo muda muito em relacdo a sequéncia bem
projetada neste mesmo regime. Mas tais efeitos sao artefatos da rede. Um ponto

importante é que o minimo do estado desenovelado para o regime de baixa hidro-

fobicidade estado desenovelado(Q < 16) estd mais deslocado para a esquerda do

que o minimo do estado desenovelado para o regime de alta hidrofobicidade. Isto
indica que a proteina no regime de baixa hidrofobicidadde no estado desenovelado
estd com a cadeia mais compactada do que no regime de alta hidrofobicidade.
A maior compactacao da cadeia da proteina em seu estado desenovelado provo-
ca uma diminuicaoi do coeficiente de difusdo, causando consequentemente um
aumento no tempo de enovelamento. O tempo de enovelamento tempo para a se-
quéncia mutada em alta hidrofobicidade é aproximadamente 3 vezes mais rdpida
do que para baixa hidrofobicidade.

Agora fazendo um grafico do niimero de contatos pelo nimero de con-
tatos nativos temos o grafico (3.5) Neste grafico as curvas vermelhas se refer-
em ao regime de alta hidrofobicidade e as curvas azuis se referem ao regime
de baixa hidrofobicidade. As curvas continuas sao desginadas para a sequéncia
mutada e as curvas pontilhadas para a sequéncia bem projetada. Observan-
do o grifico percebe-se que no regime de alta hidrofobicidade, a formacao de
contatos em funcio dos contatos nativo da proteina mutada e da proteina bem
projetada sao bem parecidos. E a formacao dos contatos nativos das proteinas
mutada e bem projetada, para baixa hidrofobicidade, tém comportamentos bem
diferentes se o os compararmos com os comportamentos das proteinas mutada
e bem projetada para alta hidrofobicidade, indicando talvez que a estabilidade
termodindmica da proteina mutada em alta hidrofobicidade varie menos do que
quando a protefna é mutada em baixa hidrofobicidade. Na regido desenovela-
da (Q < 16), o niimero médio de contatos < Z > em funcdo do niimero de
contatos nativos Q na seqiiéncia mutada aumenta em relacdo a seqiiéncia bem

projetada, o que indica que para uma dado valor de @ < 16 a proteina se en-




Numero medio of contatos <Z> x numero de contatos nativos QQ

— mutada (lbaixa hidrofobicidade)
---- projetada (baixa hidrophobicidade)
—— mutada (alta hidrofobicidade)

---- projetada (alta hidrofobicidade)
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Figura 3.5: Z contra Q

contra mais compactada em seu estado desenovelado. Quando a proteina em

seu estado desenovelado estd mais compactada, a dindmica torna-se mais lenta

causando assim um aumento no tempo de enovelamento[39]. Desta forma a me-

dida que < Z(Q) > aumenta a dindmica torna-se mais lenta. Este efeito é mais
pronunciado no regime de baixa hidrofobicidade, fato em concordancia com os
resultados cinéticos, que demonstram que neste regime o aumento nos tempos de
enovelamento na sequéncia mutada é mais acentuado.

O resumo dos efeitos de pequenas mutagoes em uma proteina bem pro-
jetada sobre o comportamento termodiniamico e a cinética sao apresentados no
gréfico (3.6). Nesta figura estdo lancados os tempos de enovelamento, medidos em
passos de Monte Carlo, contra as temperatura. As curvas vermelhas se referem
ao regime de alta hidrofobicidade, as curvas azuis se referem ao regime de baixa

hidrofobicidade. O gréfico da esquerda nos mostra os tempos de enovelamento




Projetada

tempo de enovelamento (MCS)

Figura 3.6: Tempo de enovelamento vs. tempetatura

contra a temperatura para a proteina bem projetada. O pontos cheios nos infor-
mam qual é a temperatura critica de enovelamento Ty ¢ o tempo de enovelamento
7s. O gréfico da direita nos mostra os tempos de enovelamento contra a temper-
atura para a proteina mutada. O quadrado nos informa qual é a temperatura
critica de enovelamento 7. Analisando primeiro o grafico da esquerda se pode
notar que a proteina bem projetada para o regime de baixa hidrofobicidade tem
uma temperatura critica de enovelamento Ty = 1.9 superior a temperatura critica

de enovelamento Ty = 1.5 para o regime de alta hidrofobicidade. Além do fato

de no regime de baixa hidrofobicidade o tempo de enovelamento é 7, ~ 8x 10,
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enquanto que o tempo de enovelamento para alta hidrofobicidade é 7; ~ 4x107,
indicando que para a proteina bem projetada é cerca de cinco vezes mais rapida
para o regime de baixa hidrofobicidade do que para o regime de alta hidrofobi-
cidade. No entanto, quando se faz uma pequena mutac¢ao sobre a proteina bem
projetada encontra-se um efeito qualitativamente parecido com o do gréfico do la-
do direito da figura (3.6). Comparando as temperaturas criticas de enovelamento
da proteina bem projetada e da proteina mutada no regime de baixa hidrofo-
bicidade, percebe-se que a temperatura critica de enovelamento cai de 1.9 para
1.35, quanto ao tempo de enovelamento ele cresce de 8x10° para 1.7x10® passos
de Monte Carlo, ou seja, a proteina mutada torna-se aproximadamente duzentas
vezes mais lenta do que a proteina bem projetada. J4, comparando as proteinas

nativa e mutada no regime de de alta hidrofobicidade, a temperatura critica de

enovelamento cai de 1.5 para 1.32 e o tempo sobe de 4.0x10° para 6.0x107 pas-

sos de Monte Carlo, ou seja, a proteina mutada torna-se aproximadamente 15
vezes mais lenta do que a proteina bem projetada, indicando que mutagoes em
proteinas bem projetas causam mudangas consideraveis no comportamento e na
cinética da proteina e mais que as mudancas sao mais acentuadas no regime de

baixa hidrofobicidade do no regime de alta hidrofobicidade.
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Capitulo 4

Conclusao

O efeito de permutagoes na estrutura priméaria de uma proteina otimamente de-
senhada foi investigado em diferentes regimes de hidrofobicidade. A motivagao
para o estudo destas perturbacoes foi simular o efeito de mutagao em sequéncias
bem projetadas. Supondo que no processo evolutivo somente as boas mutacoes
sao preservadas, o comportamento cinético e termodinamico da sequéncia bem
projetada foi comparado com o comportamento de uma ”boa mutagao”. A selecao
de uma boa mutagao seguiu um critério que em principio maximiza a estabilidade
termodinamica e otimiza a cinética do processo de enovelamento, neste critério
sao utilizadas sequéncias que maximizem o gap e o Zscore.

No nosso modelo a mutacao consiste na permutagao da posicao de dois
monomeros na cadeia . A sequéncia bem desenhada nao apresenta contatos im-
proprios no seu estado nativo, e qualquer seqiiéncia mutada apresenta contatos
improprios no estado nativo. No caso da sequéncia escolhida, que apresenta o
maior gap e maior Zscore, ocorrem 3 contatos impréprios. A introdugao dos
contatos impréprios torna a seqiiéncia mais frustrada. Em principio uma boa
seqiiéncia mutada nao deveria apresentar uma grande diferen¢a no comporta-
mento termodinamico e cinético quando comparado a sequéncia original. No
entanto a frustracio introduzida é responsavel por uma grande alteracao no seu

enovelamento. A medida que a frustracdo ocorre, a energia do estado nativo é
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maior, sua estabilidade termodinamica é menor, bem como o tempo de enovela-
mento. Estes efeitos sdo fortemente amplificados & medida que hidrofobicidade
da cadeia diminui. Isto porque os contatos impréprios sao mais energicamente
desfavordveis em regime de baixa hidrofobicidade.

Nossos resultados demonstram de forma direta a sugestdo de Gutin et

al [39], que no regime de baixa hidrofobicidade as sequéncias de uma proteina

enovelavel tem que ser fortemente otimizada, e que no regime de alta hidro-
fobicidade seqiiéncias enoveldaveis podem ser menos otimizadas. Mais que isso,
nosso trabalho mostra como perturbagoes em sequéncias otimizadas influenciam
o enovelamento em diferentes cendrios hidrofébicos, o que leva a importantes im-
plicagdes na evolugao de proteinas. Uma proteina que se enovela em um regime
de baixa hidrofobicidade deve ser altamente seletiva a mutacoes ao longo de sua
evolucao bioldgica, ou seja, somente mutagoes que mantenham a sequéncia bem
otimizada sao preservadas. Neste sentido espera-se que tal proteina tenha alta
homologia quando comparada entre diferentes espécies. Para uma proteina que se
enovela em um regime altamente hidrofébico o efeito é reverso, ou seja, a proteina
apresenta uma maior probabilidade de enovelamento satisfatério mesmo diante
de mutacoes nao otimizadas. Desta forma, nesta classe de proteinas espera-se
encontrar uma homologia significativamente menor quando seqiiéncias de uma
mesma proteina em diferentes espécies sao comparadas.

A proteina mutada analisada foi considerada uma ” boa mutacao”seguindo
o critério de maximizagao do gap e Zscore. No entanto, conforme observamos esta
seqiiéncia apresenta uma consideravel frustracao (3 contatos impréprios). Resta
investigar se ao realizarmos uma mutacgao que seja desfavoravel ao gap e Zscore,
mas que nao haja uma variagdo significativa da energia fundamental do esta-
do nativo, as consideracoes feitas a respeito do regime hidrofébico das proteinas
continuam validas. Este estudo jd se encontra em andamento.

Quanto a trabalhos futuros, sugerimos a validagdo destas idéias em proteinas

reais. Este estudo pode ser realizado investigando o grau de homologia de proteinas
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de entre diferentes espécies nas proteinas depositadas no Protein Data Bank. O

grau de homologia entre proteinas de diferentes espécies devera apresentar direta

relacdo com o grau de hidrofobicidade da proteina.
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