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EPIGRAFE

"Algumas pessoas véem as coisas como
elas sdo, e dizem: por qué? Eu sonho com coisas
que nunca existiram, e digo: por que nao?"

George Bernard Shaw



RESUMO

DAL MOLIN, J. P. (O papel do cédigo estereoquimico e das flutuacoes térmicas
locais no processo de folding de proteinas). 2011. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2011.

O problema do folding de proteinas tem sido investigado intensamente hd mais de sessenta
anos. Entretanto ainda ndo € encontrado na literatura um modelo que seja capaz de explicar
plenamente qual é o mecanismo responsdvel pelo processo de folding. Neste contexto, a
presente tese de doutorado € uma proposta minimalista para investigar o papel de um cédigo
estereoquimico, que € centrado no efeito hidrofébico e nos vinculos estéricos dos aminoécidos
(o modelo estereoquimico), no processo em pauta. Esse modelo quando combinado com um
método para incluir a flutuagdo térmica local no sistema cadeia protéica-solvente, possibilita a
investigacdo de um dos aspectos mais extraordindrios do problema, a saber, a rapidez do
processo de folding, considerado aqui por meio da correlacdo entre a complexidade da
estrutura nativa (alvo) e a taxa de folding. Esse método € motivado por argumentos fisico-
quimicos e bioldgicos, e é fundamentado na Mecanica Estatistica Nao Extensiva, via o uso do
peso de Tsallis em simulagdes Monte Carlo (MC). O tempo caracteristico de folding t (obtido
daquelas simulacdes e utilizado aqui como um parametro analitico do problema), cobre vérias
ordens de grandeza para cadeias com o mesmo tamanho. Dois conjuntos principais de
simulagdes foram considerados com a finalidade de andlise: (i) alguns alvos foram
especialmente selecionados e submetidos a simulagdes MC a varias temperaturas 7 do
reservatorio térmico (o meio solvente); e (i) um total de duzentos alvos com topologias
diversas foram submetidos a simulacdes a mesma temperatura 7' = 1 (unidades arbitrarias).
Com essas simulagdes foi possivel verificar comparativamente o efeito dos dois pesos
estatisticos, o de Boltzmann e o de Tsallis, sobre a cinética do processo de folding, e assim
revelar comportamentos intrigantes, porém consistentes com o fendmeno focado, como a
robustez do processo de folding e t, este Ultimo emergindo como uma grandeza que depende
da complexidade da estrutura nativa. Para estruturas distintas, T cobre quatro ordens de
grandeza. Os resultados da investigagao da correlagdo entre T e parametros globais destinados
a avaliar a complexidade da topologia da estrutura nativa, como a ordem de contato e a
cooperatividade estrutural, corroboram com a nog¢ao de que a rapidez do processo de folding é
determinada fundamentalmente pela complexidade da topologia da estrutura nativa.

Palavras-chave: processo de folding, proteina, modelo estereoquimico, flutuacéao
térmica local, mecanica estatistica ndo extensiva, simulacdo Monte Carlo, tempo

caracteristico de folding, ordem de contato, cooperatividade estrutural.
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ABSTRACT

DAL MOLIN, J. P. (The role of stereochemical code and local thermal fluctuation
in the protein folding process). 2011. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto,
2011.

The protein folding problem has been investigated for more than sixty years. However is not
yet found in literature a model that is able to fully explain the mechanism behind the folding
process. In this context, the present doctoral thesis is a speculative and minimalist proposal to
investigate the role of a stereochemical code -grounded in the hydrophobic effect and steric
constraints of amino acids (the stereochemical model), in the discussed process. This model,
when combined with a method to include local thermal fluctuations in the protein chain-
solvent system, enables the investigation of one of the most extraordinary aspects of the
problem, namely, the fastness of the folding process, which is studied here by means of the
correlation between the complexity of the native structure (target) and the folding process
rate. This method is motivated by physical chemistry and biological arguments, and is based
on the Nonextensive Statistical Mechanics, by the use of the Tsallis weight in Monte Carlo
simulations (MC), where the entropic index ¢ is adjusted at each new conformation of the
protein chain. For chains with the same length, the characteristic folding time t (estimated
from those simulations and used here as an analytical parameter of the problem) span several
order of magnitude. Two main sets of simulations were performed for analysis purposes.
First, some targets were specially selected and submitted to MC simulations with several
temperatures of the thermal reservoir (the solvent), and then a total of two hundred targets
with diverse topologies were submitted to simulations with the same reservoir temperature T
= 1 (arbitrary units). With such set of simulations, we could compare the effect of two
statistical weights, namely the Boltzmann and the Tsallis weight, on the kinetics of the folding
process. Intriguing but consistent behavior with respect to the folding phenomenon was
reveled, such as the robustness of the process, and about the characteristic folding time T,
which emerges as an amount that depends on the complexity of the native structure. For
distinct structures, T covers four orders of magnitude. Our results about the correlation
between t and global parameters to assess the complexity of the topology of the native
structure, such as contact order and structural cooperativity, support the notion that the
fastness of the folding process is essentially determined by the complexity of the topology of
native structure.

Keywords: protein folding process, protein, stereochemical model, local thermal
fluctuation, nonextensive statistical mechanics, Monte Carlo simulation,

characteristic time of folding, contact order, structural cooperativity.
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1 - INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do processo de folding" de proteinas globulares: revisio bibliografica

Proteinas globulares sdo heteropolimeros lineares formados a partir de um conjunto
basico de vinte aminodcidos [1,2]. Quando se encontram em meio fisioldgico adequado, essas
macromoléculas assumem uma tnica e peculiar conformacao tridimensional, denominada por
estado ou estrutura nativa. Uma proteina desempenha sua atividade biol6gica somente quando
se encontra no seu respectivo estado nativo. Tal conformacio € obtida através de um processo
fisico-quimico espontineo, conhecido por folding. Esse processo é guiado por meio das
interacdes entre os elementos atdmicos que compdem a cadeia protéica (os aminodcidos), e
das interacOes entre a cadeia e o meio solvente [3]. Apesar de ter sido, e continuar sendo, alvo
de constante investigacdo cientifica, todos os detalhes desse processo ainda ndao sdo bem
compreendidos [4]. Atualmente o estudo do folding é tratado como uma questdo
multidisciplinar, pois envolve conceitos e técnicas naturalmente abordados em disciplinas

cldssicas como a matematica, a fisica, a quimica, a biologia e a computagio [5, 6].

O desafio relacionado com o problema em pauta apresenta motivacdes muito
especiais, tanto em questdes ligadas a satide e o bem-estar humano, quanto a ciéncia bésica.
Pois, além de estar relacionado com possiveis descobertas, e, o aperfeicoamento de
medicamentos (por exemplo, no tratamento e prevencao de uma classe de doencgas conhecida
por amiloidoses [7]), também estd associado com a compreensdo de modelos e novos
conceitos da fisica dos sistemas complexos [5], nos quais a abordagem holistica é necesséria.
Por outro lado, os métodos tradicionais da fisica tém se mostrado muito tteis na construcao de
modelos minimalistas, tratados por simulacdo computacional por meio dos métodos Monte
Carlo (MC) e Dindmica Molecular (DM), originalmente aplicados em homopolimeros [8].
Modelos minimalistas t€ém sido propostos com a intencdo de lidar apenas com aquelas
caracteristicas do problema que ndo podem ser reduzidas para aspectos mais elementares; dai

a justificativa do nome “modelos minimalistas” ou “modelos reduzidos”.

1 . ~ ~ . N ~ £t

Nesta tese a palavra folding, e suas flexdes, ndo foram traduzidas para o portugués por razdes pragmaticas. As
tradugdes usuais, a saber, dobramento e enovelamento, ndo representam bem o significado que o termo original
encerra.



As simula¢des computacionais de modelos reduzidos tém originado uma significativa
conexdo entre teoria e técnicas experimentais, no sentido de auxiliar a compreensdo dos
mecanismos presentes no processo de folding [9]. Uma das razdes se deve ao fato de que os
modelos minimalistas apresentam a peculiaridade de possibilitar a geracdo de dados em
grande quantidade dentro de intervalos de tempo razodveis, de modo que a andlise estatistica
possa ser amplamente empregada nas estimativas das grandezas fisicas pertinentes [10, 11].
Nesta tese, em virtude dessa caracteristica, foi possivel explorar o papel da flutuacdo térmica
local sobre a “velocidade” do folding, e analisar as varias ordens de grandeza encontradas
para o tempo caracteristico de folding, dos diversos alvos (estruturas nativas) de diferentes
complexidades topoldgicas. Com isso, também foi possivel abordar a questdo da robustez do

processo de folding, como descrito no Capitulo 4 — Resultados e Discussoes.

Apesar da constante dedicacdo e empenho direcionados para a questdo do folding,
mais de meio século de pesquisa ndo foi capaz de gerar um modelo que pudesse descrever de
modo adequado e completo os mecanismos subjacentes ao processo de folding, e assim
produzir subsidios que possibilitem predizer a estrutura nativa de cada proteina usando apenas
o conhecimento de sua seqiiéncia de aminodcidos (o problema do folding direto). Ou, na sua
versao inversa, especificada uma estrutura alvo, ser capaz de projetar uma seqii€éncia de
aminodcidos que, sob o processo espontineo de folding, assuma exatamente a estrutura
prescrita a priori. Portanto, o problema permanece como uma das principais questdes em
aberto da bioquimica e da biologia molecular [12, 13]. Além disso, como ja mencionado, o
referido problema representa um desafio para a compreensdo da fisica dos sistemas
complexos, visto que nestes sistemas a emergéncia de novos fendmenos, como a criticalidade

auto-organizada, se encontra presente [14].

Na referéncia [4] Dill e colaboradores apresentam o problema do folding de proteinas
como um conjunto de trés problemas: (i) a definicdo de um cdédigo termodindmico para o
folding, (ii) a elaboragdo de um bom algoritmo para previsdo computacional de estruturas
nativas, e (iii) responder a questdo da conjectura de Levinthal que consiste em esclarecer
quais mecanismos cinéticos fazem com que o folding seja relativamente tao rapido. No ano de
2008, alguns dos autores da referéncia [4] publicaram um artigo de revisdo [15], cujo nicleo é
de particular importancia para esta tese. Na referéncia [15], discorre-se sobre o grafico Plaxco
Baker Simons (PBS), na qual € apontada a existéncia de um dos poucos padrdes universais da

cinética do processo de folding — originalmente proposto por Plaxco, Simons e Baker em [16].



Esse padrdo € a correlacdo entre a rapidez do processo de folding (representada por log(Kq))
com as propriedades topoldgicas globais da estrutura nativa. Um modo de avaliar tais
propriedades topoldgicas, como o contetido de estruturas secunddrias presentes na estrutura
nativa, € através do conceito de ordem de contato (OC), que em suma, é a média da distancia
ao longo da cadeia entre os residuos que se contatam [16]. Contudo, € possivel avaliar tais
propriedades topoldgicas com maior significado fisico, por meio do conjunto dos contatos
intra-cadeia que definem a cooperatividade estrutural (), a qual serd apresentada
oportunamente no final do Capitulo 3 e explorada no Capitulo 4. Qual € a importancia dessa
correlacdo entre a rapidez do folding com os padrdes estruturais da nativa? Dentre muitas
outras motivacdes, a referéncia [17] fornece um indicio particular sobre essa importancia, pois
a correlagdo pode ser usada como um critério para avaliar o quao razodvel é a proposta de um

mecanismo para o processo de folding. E qtil acrescentar que esse tipo de correlagdo €

fablg

relevante quando o processo estudado € classificado como de ndo equilibrio em relacao
termodindmica cldssica (termodinamica de equilibrio) [18]. E esse parece ser o caso no

processo de folding, como € argumentado logo adiante.

1.2 As caracteristicas comuns em proteinas globulares

Cada proteina € identificada através da sua respectiva seqiiéncia de aminodcidos.
Apesar de existir um nimero enorme desses biopolimeros (por exemplo, é estimado que a
variedade de proteinas encontradas no corpo humano seja da ordem de centenas de milhar)
elas possuem algumas caracteristicas em comum. A primeira delas é que as proteinas
globulares apresentam um suficientemente rapido processo de folding, a fim de que a funcdo
bioldgica para qual a proteina se destina seja cumprida. No contexto do modelo explorado
neste projeto, o processo folding é encarado como um processo composto por duas etapas. A
primeira etapa, caracterizada essencialmente como a etapa de busca pela estrutura nativa, é
dominada pelo efeito hidrofébico. J4 na segunda etapa, a qual se inicia com a cadeia
suficientemente proxima da nativa, além do ajuste fino pelo qual o sistema procura a
conformagdo nativa dentro de um nimero mais restrito de configuracdes, ha uma composicao
de fatores que se combinam construtivamente, em funcdo da estrutura nativa e
obrigatoriamente da seqiiéncia de aminodcidos: os residuos apolares, mais interiorizados,
estdo em grande parte se contatando e os residuos polares mais expostos ao solvente; as
ligacdes de hidrogénio do backbone (cadeia principal da estrutura primaria de uma proteina

qualquer composta por uma seqiiéncia de carbonos alfa) estdo suficientemente protegidas da



competi¢cdo com o meio solvente; e, os residuos em geral se encaixando estericamente, como
num quebra-cabeca tridimensional, maximizam as interacdes atrativas devido as forcas de

dispersao.

Em textos de bioquimica é um consenso encontrar a seguinte afirmacgdo: a estrutura
tridimensional de uma proteina (o estado nativo) controla a sua funcionalidade [1, 2, 19]. A
geometria do estado nativo é composta a partir de um nimero finito de folds, o qual € da
ordem de um milhar [20] - folds, ou motifs, sdo formas modulares constituidas de partes
simples; por exemplo, certos folds sao compostos por combinagdes de hélices-a (e/ou folhas-§
quase planares) com elas mesmas—[21]. A estrutura nativa é geralmente robusta quanto a
constituicdo da proteina, ou seja, € possivel a troca de alguns aminoécidos ao longo da cadeia
sem que isso afete de modo radical a topologia do estado nativo [9, 22], embora, dependendo
da troca realizada, o funcionamento bioldgico correto pode ser severamente comprometido
[23]. Outro aspecto muito importante presente nas proteinas globulares € a sua flexibilidade,
pois permite que realizem diversas tarefas [24, 25]. Para a realizacdo dessas tarefas, as

proteinas também podem interagir entre si [1,2].

Aquelas caracteristicas comuns das proteinas permitem especular que, a quantia
limitada de folds resulta de propriedades que devem ser compartilhadas por todas elas, e que
estas formas modulares sao originadas do processo de selecao natural. Contudo, identificar os
atributos ordindrios que determinam a variedade de folds [21] representa um grande desafio a
ser enfrentado. E possivel imaginar que um desses atributos estd relacionado com a
acessibilidade cinética daqueles padrdes estruturais, € que, a composi¢do geométrica desses

padrdes resulta na especificidade do papel biolégico que cada estrutura nativa desempenha.

1.3 O contexto para o desenvolvimento dos conceitos envolvidos no problema

Apés a introducdo da hipdtese termodinamica [3, 12, 18, 26], estudos sistematicos
para se identificar as forcas determinantes na inducdo da cadeia protéica a conformagao
nativa, e, de sua estabilidade estrutural, tiveram grande impulso, conforme apresentado em
um item da referéncia [15]. Porém, interpretagdes conflitantes do papel de cada uma das
diversas forcas envolvidas no processo tém sido comuns. Fundamentalmente, a hipdtese
termodindmica estabelece que a conformacao nativa deva corresponder ao minimo global da

energia livre do sistema cadeia-solvente, porém esta afirmacdo nunca foi conclusivamente



demonstrada, isto €, ndo hé prova de que o estado nativo da proteina seja exatamente aquela
conformacgdo termodinamicamente mais estdvel (controle termodindmico). Por outro lado,
embora também nao haja evidéncias rigorosas de que o estado nativo seja a conformacao de
mais facil acesso (controle cinético) [27], no final da década de 1990 alguns experimentos
sugeriram que os estados selecionados cineticamente desempenham papel funcional em
algumas proteinas, a0 mesmo tempo em que também foi identificada a possibilidade da
existéncia de estados energeticamente mais estdveis do que o estado nativo [28]. Portanto, a
supremacia do controle termodinamico na reacao do folding pode ser contestada. Um trabalho
publicado em meados da década de 1990 [29] sugere a necessidade de separar a idéia de que a
conformacgdo nativa é determinada apenas pela seqiiéncia de aminodcidos, do conceito de
estabilidade termodindmica. No pardgrafo final do artigo [29] os autores, Baker e Agard
indicam que os resultados apresentados no texto podem ser usados como uma evidéncia sobre
a possibilidade de que a selecdo natural pode ter assegurado ndo apenas a estabilidade dos
estados nativos, mas também sua acessibilidade. Dessa forma é sugerido que as seqiiéncias de
aminoécidos sofreram pressdes evolutivas para codificar as rotas para o respectivo estado
nativo de cada proteina. A conclusdo apresentada no artigo [29] defende a idéia que, se o
controle cinético € geral, entdo o minimo de energia global pode ser simplesmente irrelevante
para a biologia. Cabe aqui um comentdrio adicional: a hipdtese termodinamica € baseada em
argumentos da termodinamica classica. Contudo, o sistema cadeia protéica-solvente é um
sistema heterogéneo, com componentes nanoscopicos. Isso significa que o processo de
folding, ou seja, a formacao espontanea de uma estrutura tridimensional ordenada pode nao
estar de acordo com os principios da termodinamica cldssica. Um argumento plausivel para
defender esse ponto de vista é que os efeitos de superficie presentes — flutuacdes térmicas
locais — no processo ndo podem ser ignorados [18]. Comentérios e argumentos adicionais se

encontram no Capitulo 3.

As pesquisas dedicadas ao problema do folding ao longo de algumas décadas tém
produzido dados experimentais em abundancia, como as descricdes pormenorizadas de
estruturas espaciais de milhares de proteinas globulares, determinadas basicamente por
cristalografia de raios-X e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (NMR) [30, 31],
e principalmente dados termodindmicos experimentais de proteinas em solugcdo, como
entalpia, entropia e diferenca da energia livre dos estados folded e unfolded [32, 33].
Recentemente, a quantidade de informagdes experimentais referentes a cinética de folding tem

aumentado, particularmente no que diz respeito a correlagdo entre taxa de folding e a ordem



de contato (OC) da estrutura nativa [15-17]. Entretanto desde meados da década de 1990, e,
em maior nimero nos ultimos anos uma nova classe de experimentos tem sido realizada, sdo
os chamados experimentos de uma tnica molécula [34]. O grande mérito desses experimentos
€ que eles possuem a habilidade de isolar as flutuacdes presentes nas grandezas fisicas de
interesse quando moléculas individuais s3o analisadas, daquele comportamento médio
observado no ensamble em experimentos tradicionais de bioquimica (como aqueles
mencionados no inicio deste pardgrafo). Uma proposta para levar em conta essas flutuagdes
em um modelo minimalista destinado a investigar o processo de folding € discutida

oportunamente no Capitulo 3.

Embora a termodinamica cldssica seja uma das mais poderosas e aplicadas disciplinas
no estudo de sistemas bioldgicos, suas descri¢des ndo levam em conta os detalhes dos
mecanismos subjacentes envolvidos nos processos analisados. Essa pode ser uma das razdes
de interpretacdes distintas (e também conflitantes) dos dados resultantes das medidas
experimentais. Além disso, o uso da termodindmica de equilibrio no estudo do processo de
folding tem sido questionado, como pode ser encontrado na referéncia [18]. Nesse artigo se
encontram trechos que chamam atencdo para o fato de que, se um sistema do tipo cadeia
protéica-solvente obedecer a distribuicdo de probabilidades de Boltzmann, e, o principio de
ordem de Boltzmann, entdo a possibilidade da formagdo espontanea da estrutura protéica tri-
dimensional é praticamente nula. Além disso, € impossivel (do ponto de vista estatistico)
visitar todos os estados conformacionais equivalentes. Aqui também cabe um comentério
adicional, pois a referéncia [18] indica que a formacdo do estado nativo no sistema
considerado se d4 por um processo ndo ergddico; e que o efeito de superficie — no nosso ponto
de vista a flutuacdo térmica local resultante da interacdo entre as partes que compde o sistema
— ndo pode ser ignorado. Consideracdes, implicagdes e uma alternativa vidvel para os

comentdrios anteriores sao apresentados e explorados, nos Capitulos 3, 4 e 5 desta tese.

Para muitas proteinas, a transi¢do entre o estado desnaturado e nativo ocorre
praticamente sem a presenga de intermedidrios detectdveis; tecnicamente, se trata de uma
transi¢do fudo ou nada, ou seja, ou a proteina se encontra desnaturada ou estd no estado
nativo [35]. Para esses casos a termodindmica € simples, e entdo € possivel caracterizar a
quantidade de moléculas em cada estado (U e N) através da diferenca da energia livre AG

molar entre os dois estados: AG = —RTln(Keq), com K, = [N]/[U], onde R é a constante



universal dos gases, T € a temperatura, K., ¢ a constante de equilibrio e [U] € a concentragdo
de moléculas no estado desnaturado. Para uma proteina tipica, AG é conhecida como sendo da
ordem de —10 Kcal/mol, entdo a temperatura ambiente (RT, aproximadamente 0,6 Kcal/mol),
a estimativa é que para cada proteina no estado U deva existir aproximadamente 10’
moléculas no estado N. Essa relacdo [N]/[U] é supra eficaz para que as funcgdes biolégicas
sejam cumpridas, porém a observacdo que se destaca advém da condicdo de estabilidade
energética marginal da proteina, pois a diferenca de AG em torno de -10 Kcal/mol ¢é

equivalente a energia de algumas poucas ligagdes de hidrogénio [36].

Desde os trabalhos pioneiros de Pauling e Corey com modelos de estruturas
secunddrias [37], as ligacdes de hidrogénio tém sido propostas como as interacdes
determinantes para a estabilidade das proteinas. Um artigo de revisao publicado recentemente
(2008) apresenta como argumento central a conexdo entre a termodindmica do processo de
folding com as pontes de hidrogénio presentes no backbone da cadeia protéica [38]. Contudo,
0 assunto permanece em pauta como um constante tépico de investigacdo cientifica, cujos
resultados t€ém produzido interpretacdes dispares quanto a sua relevancia para a estabilidade
das proteinas. De fato, j4 em 1959 Kauzmann argumentou que a estabilizacdo do estado
nativo de uma proteina seria fundamentalmente regida pelo efeito hidrofébico [39]. Entdo
seguiram estudos com pequenas moléculas em solucdo [40], os quais sugerem que a
contribuicao energética das ligacdes de hidrogénio € pequena, ou mesmo dispensavel como
ocorre com alguns foldamers, que sdo moléculas artificiais que imitam proteinas [41]. Esses
foldamers adotam uma tnica conformac¢do (na forma de hélice) sem a existéncia de ligacdes
de hidrogénio [42]. Talvez a tentativa de conciliar o papel das pontes de hidrogénio na
estabilizacdo do estado nativo seja motivada pela intengdo de preservar a hipdtese

termodindmica [38], a qual ndo leva flutuacdes térmicas locais em conta.

O conjunto das referéncias [39-42] sugere que as ligagdes de hidrogénio ndo
contribuem significativamente para a estabilidade energética da proteina, quando ndo atuam
no sentido oposto, enquanto que experimentos mais recentes, envolvendo multiplas mutacdes
de residuos simples (um de cada vez), sugerem retornar a idéia de que as ligacdes de
hidrogénio estabilizariam as proteinas por aproximadamente entre -1 e -3 Kcal/mol para
cada ligacdo de hidrogénio intra-cadeia [43-46]. Entretanto existem defensores, suficientes

em nudmero e prestigio, para que a questio de como uma proteina é estabilizada



energeticamente permanegca em aberto, € por enquanto mantendo vivas diferentes

interpretacdes dos fatos conhecidos sobre o problema do folding de proteinas [38, 47].

1.4 Sobre as forcas que induzem a cadeia a conformacao nativa

A caracteristica mais pertinente das proteinas globulares € sua habilidade em adotar
uma conformacao estrutural especifica, que € tinica para cada representante dessa classe de
biopolimeros, porém quando em solucdo ndo se mantém estdtica numa unica configuragao,
como ocorre na sua forma cristalizada. Essa caracteristica peculiar tem ocupado intensamente
diversos ramos cientificos, pois algumas ddvidas persistem mesmo em aspectos gerais, como
ja mencionados, ou seja, se a questdo do controle do processo de folding é termodinamica ou
cinética, a semelhanca do que ocorre com alguns produtos quimicos organicos. Em certas
condig¢des, o controle cinético da reagdo pode ser dominante para o produto (com menor
energia de ativagdo, por exemplo), ainda que o mesmo possua menor estabilidade energética

[48].

A identidade de uma proteina em particular é providenciada pelas especificidades
quimicas (residuos polares, apolares e neutros) e estéricas (diversos tamanhos e formas) de
cada aminodcido, ao longo da cadeia protéica: cada seqiiéncia de aminodcidos é caracterizada
por um codigo estereoquimico. Esse conjunto de propriedades dos aminodcidos tem sido
interpretado como as instrucdes que guiam a cadeia polipeptidica a estrutura nativa [3].
Embora ainda ndo se conhega como este codigo estereoquimico seja traduzido dinamicamente
por meio das diversas forcas efetivas envolvidas' [49], as interacdes entre as cadeias laterais
(residuos) da proteina tém sido tradicionalmente aceitas como determinantes do processo que

induz a cadeia polipeptidica para a sua conformacao nativa [3, 15].

Apesar da aparente coeréncia das idéias apresentadas, tém sido propostas abordagens
radicalmente adversas, pois mesmo a importancia das especificidades das cadeias laterais tem
sido questionada. Mesmo com a equivaléncia quimica das unidades poliméricas da cadeia

principal (o backbone), portanto ndo possuindo o poder discriminatdrio das cadeias laterais,

'Forcas entrépicas (efeito hidrofdbico), ligagdes de hidrogénio e solvatagio aquosa da proteina tém sido
consideradas como for¢as fundamentais para o entendimento do processo que leva a cadeia para a estrutura
nativa especifica.



foi proposta em 2008 uma teoria de folding baseada nos doadores e receptores de ligacdes de

hidrogénio intra-cadeia principal, por mais paradoxal que essa abordagem possa parecer [38].

1.5 A abordagem teérica e computacional do problema

Na expressdo “processo de folding” se encontra implicito dois aspectos do problema:
(i) a sucessdo de etapas através do espaco das configuragdes que levam a estrutura nativa, e
(if) a questdo da estabilidade do glébulo protéico. Como ja enfatizado em trechos anteriores,
os grandes desafios envolvidos em interpretar o processo de folding envolvem igualmente
esses dois aspectos fundamentais, e parte significativa das dificuldades tem sua origem na
complexidade das interacdes intra-cadeia e cadeia-solvente, limitando a possibilidade de uma
descricdo precisa do papel de cada componente energético envolvido no sistema proteina-
solvente quando tratadas em separado. Por isso, reside tanto na andlise tedrica, com novas
idéias, paradigmas e propostas de novos experimentos, quanto na abordagem computacional,
por meio de simulacdes numéricas de modelos simplificados, a fonte de inspiragao e de novas
ferramentas para o estudo do problema. Com efeito, espera-se que através de métodos
alternativos e novas técnicas experimentais seja possivel alimentar a rotina da andlise, isto &,
isolar e estudar cada componente da questdo independentemente, e depois integra-los
apropriadamente com a perspectiva de adquirir a compreensao do(s) mecanismo(s) por tras do

processo [9-11].

A investigacdo tedrica e os experimentos computacionais, portanto, sdo empregados
no desenvolvimento dos testes de novas idéias e andlises que deverdo inspirar € propor novos
e estratégicos experimentos. A conjectura de Levinthal, por exemplo, implica na necessidade
da existéncia de caminhos preferenciais para que o folding de proteinas se processe em tempo
hébil® [50-53], motivou a proposi¢ao de diferentes abordagens para estudar este processo. Um
conceito emergente que procura “resolver” a conjectura de Levinthal pode ser resumido pela
metafora do funil [9, 15]: em condi¢des favordveis ao folding ndo haveria caminhos
especificos para a conformacdo nativa, mas sim um afunilamento dos possiveis caminhos
conforme o sistema evolui para o estado nativo. Essa imagem representa de forma
simplificada a superficie multidimensional de energia livre determinada pelo campo de forca

interacional entre todas as partes constituintes do sistema (portanto, especifica a cada

% Esta conjetura ficou conhecida como “paradoxo de Levinthal”, pois caminhos e estados intermedidrios do
processo de folding ainda ndo foram efetivamente mapeados em experimentos in vitro.



10

proteina). Na fase desnaturada a cadeia teria um ndmero muito grande de configuracdes

o NI3
acessiveis (>10 !

, onde N é o tamanho da cadeia protéica), correspondendo a boca do funil;
mas, eventualmente com partes da cadeia ja na conformacao préoxima da correta, o nimero de
configuragdes possiveis se reduziria drasticamente, isto €, quanto mais elementos da cadeia se
encontram na conformacdo correta, menor se tornaria o espago amostral disponivel. A
superficie de energia livre na forma de funil representa o folding de proteinas como um
processo que, sob condi¢des apropriadas, a cadeia protéica comeca sua evolugdo
configuracional a partir de um estado com grande entropia (estrutura desorganizada) e evolui
continuamente para um estado de mais baixa entropia da cadeia, mais organizado e com o0s
contatos corretos encontrados na estrutura nativa. Em principio a superficie de energia livre
poderia ser muito rugosa, mas € assumido que o processo evolutivo teria selecionado aquelas

seqiiéncias que resultassem em superficies suficientemente lisas, sem armadilhas energéticas,

topoldgicas ou cinéticas, garantindo assim um rdpido processo de folding [9, 15].

Outras abordagens para o problema considerado procuram detalhar os mecanismos
envolvidos no processo de folding em diferentes niveis; seguem trés exemplos: (i)- o modelo
Jframework [54] que basicamente postula uma hierarquia temporal de eventos; (ii)- o modelo do
colapso hidrofobico [39] que propde o efeito hidrofébico como o iniciador da reacdo de folding,
colapsando a proteina na forma de um glébulo precursor; e (iii)- o modelo da nucleagdo-
condensagao [55], o qual postula a formagao inicial de um nucleo critico de alguns residuos
adjacentes, com os contatos nativos corretos; este nucleo teria a propriedade de dirigir o restante
do processo de folding. Comentérios sobre essas trés propostas também podem ser encontrados no
Capitulo onze do livro de Nolting [56]. Outra referéncia recente (2008) sobre aquelas propostas
para descrever os mecanismos de folding, bem como sobre multiplas rotas e heterogeneidade
estrutural no folding de proteinas, pode ser encontrada em [57]. Quanto ao modelo utilizado nesta

tese de doutorado, sua apresentacdo se encontra no Capitulo 3.

Conforme indicado nos pardgrafos anteriores, apesar dos esforcos dedicados ao problema
do folding de proteinas globulares, muitas questdes ainda permanecem latentes. Este trabalho é
direcionado para a interpretacdo das forcas que controlam o(s) mecanismo(s) responsavel por
induzir a cadeia protéica para sua estrutura nativa, e para isso aspectos termodinamicos e cinéticos
do problema sao considerados. Particularmente, temas como o da correlacdo entre taxa de folding
e os atributos topoldgicos da estrutura nativa, e questdes como: “qual o limite de validade em que

a complexa interacdo cadeia-solvente pode ser representada por potenciais efetivos entre pares de



11

residuos da cadeia?” (como proposto originalmente por Kauzmann via o conceito de “ligacao
hidrofébica” [39]), tém sido o centro de nossas atengdes. Essas questdes estdo também
relacionadas com a perspectiva dual do problema: mecanismo(s) de busca e estabilidade do
glébulo protéico. Dai, se a especificidade da seqiiéncia de residuos é suficiente para que a
estrutura nativa seja definida, entdo € compreensivel que este cédigo possa ser “imitado” por
algum esquema de condi¢des interacionais intra-cadeia, representado, em geral, por algum tipo de
potencial de pares. Porém uma das questdes em aberto diz respeito a universalidade desse
potencial efetivo, no sentido de funcionar para todas as proteinas [58, 59]. Adicionalmente, aqui
também ¢ analisada a viabilidade do uso do peso estatistico de Tsallis (Mecanica Estatistica Nao
Extensiva) para simular um modelo minimalista destinado a emular aspectos basicos do processo
de folding em regime fora do equilibrio termodinamico. Essa abordagem € justificada pelas

flutuagdes térmicas locais presentes no sistema conforme € discutido no Capitulo 3.

Como ainda ndo se dispde de um modelo, ou conjunto de principios, que satisfaca a
necessidade de razodvel compreensdo sobre o problema do folding, esta tese é fundamentada
em dados experimentais que possam discriminar as condi¢des de “estabilidade da proteina”
daqueles elementos determinantes dos “mecanismos de busca” (sucessdo de etapas através do
espaco das configuracdes que levam a sua estrutura nativa). Por exemplo, certas interacdes
energéticas estdo presentes em algumas proteinas, mas ndo em outras, COmo Ocorre com as
pontes cistinas e pontes salinas. Conseqiientemente, sob tal perspectiva, essas intera¢des nao
devem ser fundamentais para o(s) mecanismo(s) de busca, embora sejam fatores importantes
na questdo da estabilidade. Entretanto, outras interacdes sdo ubiquas, como as forcas
entropicas (efeito hidrofébico) e as especificidades estéricas dos aminodcidos, presentes em
todas as proteinas e ambas com potencial discriminatdrio nas interagdes intra-cadeia e cadeia-
solvente [60]. Também € incluido um terceiro ingrediente, a saber, o efeito da flutuacdo

térmica local num sistema finito.

Dado o panorama apresentado no pardgrafo anterior, o problema de folding de
proteinas globulares nesta tese é considerado sob seu aspecto geral, dai as hipéteses aqui

adotadas estdao condensadas no seguinte conjunto de premissas conseqiientes:

1. O mecanismo bdsico, universal para a reacdo de folding {U;} <> {Ny}: a conformacgao

estrutural funcional (Vy) de uma proteina natural € especifica e tnica [3].
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2. O potencial estereoquimico: “especificidade estérica” (formas e tamanhos) e “perfil polar-
apolar” (hidrofobicidade) dos aminodcidos sdo ingredientes fundamentais dos

mecanismos de busca [61].

3. As estruturas secunddrias (hélices-a, folhas-B, turns, etc) sdo os padrdes configuracionais

mais provaveis [62, 63], pois permitem a fécil acessibilidade cinética da estrutura nativa.

4. Os mecanismos de busca e a consecuc¢ao das condic¢des de estabilidade global, sao etapas

desacopladas que, respectivamente, se sucedem no tempo [64].

5. A estabilidade da proteina ocorre de forma significativa somente quando sua
correspondente estrutura nativa € alcancada, na qual as ligacdes de hidrogénio intra-
cadeia principal estdo eficientemente protegidas da competicdo com o meio solvente, € o

efeito atrativo das interacdes de van der Waals ¢ maximizado.

6. Flutuacdes térmicas na escala nanoscdpica (o tamanho tipico das proteinas globulares)

sdo fatores determinantes da cinética do processo de folding.

Seguem alguns comentdarios sobre as seis premissas anteriores:

A — O processo de folding pode ser iniciado a partir de uma configuracdo qualquer da cadeia
polipeptidica, contudo — desde que as condicoes do meio (condigdes fisioldgicas)
permane¢cam as mesmas ao longo do processo — o resultado final dessa reacdo € sempre o

mesmo: a obtengao do estado nativo.

B — Adota-se que os ingredientes fundamentais para os mecanismos de busca sdo: (i) o efeito
hidrofébico (escala de hidrofobicidade), e, (if) os vinculos estéricos (forma e tamanho) dos
aminodcidos; pois estdo presentes em todas as proteinas, e isto € refletido na energia livre de
transferéncia (ou seja, o custo energético para transferir um aminodcido do meio polar para o

meio apolar [65]).

C — As hélices-a, folhas-f, e furns sdo os padrdes configuracionais mais provaveis porque sao
de facil acesso cinético. Isso € justificado pela facilidade com que os contatos nativos de uma

cadeia sdo formados por conta da proximidade dos residuos ao longo da estrutura primaria.
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D — Se por um lado o efeito hidrofébico € o grande responsédvel pelo colapso da cadeia, por
outro lado as restricOes estéricas influenciam consideravelmente na busca pela nativa,
reduzindo o tempo gasto na primeira etapa do processo (etapa de busca), bem como
facilitando a volta para a nativa na segunda etapa (etapa de estabilidade). Com relagcdo a
primeira etapa, isso € observado nos resultados das simulagdes para um intervalo significativo

de temperaturas 7 do reservatério térmico como € mostrado no Capitulo 4.

E — A estabilidade de uma proteina € obtida quando uma grande parte dos contatos nativos €
formada, pois é somente na conformacdo nativa que se atinge a condi¢do em que as ligacdes
de hidrogénio intra-cadeia estdo protegidas da competicio com o meio solvente, e, que o
efeito atrativo das forgas de dispersdo (van der Waals) € maximizado pela complementaridade
estérica das cadeias laterais. Em ambas as etapas do processo de folding, a estrutura nativa

funciona como um atrator.

F — O papel das flutuagdes térmicas locais ganha relevancia neste problema, pois uma tnica
molécula protéica em contato com o meio solvente representa uma componente finita

(nanoscopica) de um sistema heterogéneo; uma proteina imersa em um reservatorio térmico.

Um dos grandes desafios relacionados com o problema do folding de proteinas é
explicar as taxas folding para diversas proteinas globulares. Embora muito rdpidas se
comparadas com o comportamento de outras moléculas pequenas, diferentes proteinas podem
apresentar diferengas de vdrias ordens de grandeza na taxa de folding, dentro de uma mesma
faixa estreita de temperaturas. Como uma proposta para investigar essas taxas, o papel das
flutuagdes térmicas locais é explorado no contexto da Mecanica Estatistica Nao Extensiva,
aplicada ao modelo minimalista utilizado aqui. Isso se encontra no Capitulo 3 e analisado no

Capitulo 4 desta tese.

1.6 Sobre a importancia do problema

A compreensdo do processo de folding de proteinas tem sido apontada, e, adotada
como o caminho precursor para o estabelecimento da relagdo direta entre a seqiiéncia de
aminoécidos (identidade) da proteina e sua funcdo. Como cada gene (e/ou cada uma de suas
eventuais e especificas combina¢des de genes) determina uma proteina, a fungao de cada uma

delas poderia, em principio, ser lida diretamente a partir do DNA.



14

Paralelo ao aspecto de importancia cientifico-académico hd também o interesse
socioeconomico pelo problema, devido a crescente lista de doengas tendo como causa comum
falhas no folding de proteinas (misfolding). Nessa lista se inclui uma classe de doencas
denominada “‘amiloidoses”, que € caracterizada pelo acimulo de proteinas no espago extracelular
como o agregado protéico, na forma de fibrilas nanométricas. Especificamente, sdo enfermidades
recorrentes dadas suas importancias atuais: o mal de Alzheimer; o carcinoma da tiredide; as

encefalopatias espongiformes; o mal de Parkinson; o diabetes tipo-II; entre outras [5,7] e [23,66].

Apresentados os motivos para estudar o problema do folding, a conquista da
compreensdo dos elementos determinantes deste processo se tornou uma tarefa cientifica de
grande importancia. Uma parte da solucdo do problema seria desenvolver a capacidade de
prever a estrutura nativa das proteinas de forma automatizada, por qualquer método que seja.
Embora per si essa conquista represente um grande desafio, no qual se tem investido muito
trabalho e recursos’, esta capacitacdo nao satisfaz questdes importantes que dependem de um
entendimento pormenorizado do processo de folding. Por exemplo: “por que, e como, as
proteinas soliveis perdem sua habilidade para o folding correto?”’; “como prescrever uma
seqiiencia de aminodcidos para obter uma proteina globular numa desejada conformacao
estrutural?”. A habilidade de responder questdes como essas apresenta potencial de impacto

revoluciondrio no tratamento e prevencdo de doencgas [67].

Nos itens seguintes da tese se encontram: 2 — Objetivos da tese; 3 — O modelo
estereoquimico e a Mecanica Estatistica Nao Extensiva, onde o modelo estereoquimico ¢é
apresentado juntamente com as motivacdoes para as variagdes da técnica de simulagdo
computacional empregada; a apresentacdo da OC e do parametro € encerra este Capitulo; 4 —
Resultados e Discussdes, neste item se encontram: (i) que o indice entrépico g ¢
estrutura/seqiiéncia dependente; (ii) é sugerido que, talvez o indice entrépico g seja uma
varidvel dindmica do sistema cadeia protéica-solvente; (iii) adicionalmente sdo exploradas as
correlagdes entre o tempo caracteristico de folding e dois parametros dedicados a descrever a
topologia da nativa (OC e Q); o Capitulo é encerrado com a discussao sobre a robustez do
processo de folding no contexto do modelo utilizado. Os tultimos itens sdo: 5 — Conclusdes, 6

— Referéncias e Apéndices A, B, C e D.

*Um exemplo representativo do poder de motivacio do problema do folding é a construgio de um

supercomputador http://domino.research.ibm.com/comm/research_projects.nsf/pages/bluegene.index.html com
aproximadamente um milhdo processadores (dual) e custos na ordem de centenas de milhdes de délares.
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2-OBJETIVOS DA TESE

A meta geral desta tese de doutorado é qualificar o papel das forcas entropicas (efeito
hidrofébico) associadas com as especificidades estéricas no processo de folding de proteinas
globulares (o co6digo estereoquimico), juntamente com o papel desempenhado pelas

flutuacdes térmicas locais inerentes ao sistema cadeia protéica-solvente.

Objetivos especificos:

1. Evidenciar a prevaléncia do controle cinético sobre o controle termodindmico no
processo de busca pela nativa, como decorrente dos atributos topoldgicos da estrutura nativa
estimados por parametros globais como, por exemplo, a ordem de contato OC e a

cooperatividade estrutural Q.

2. Mostrar como a taxa de folding pode ser correlacionada com diversos atributos
topoldgicos das estruturas alvo (folds e suas composi¢cdes cooperativas), € propor um
argumento plausivel para as varias ordens de grandeza observadas nos tempos caracteristicos

de folding .

3. Usar o peso de Tsallis nas ponderagdes configuracionais das simulacdes Monte
Carlo, ao invés do peso de Boltzmann. Esse uso € justificado pelas flutuagdes térmicas locais
no sistema cadeia-solvente (sistema heterogéneo com componente nanométrica e fora do

equilibrio termodinamico), moduladas pelo indice entrépico q.
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3 - 0 MODELO ESTEREOQUIMICO E A MECANICA ESTATISTICA NAO
EXTENSIVA

Com a inten¢do de contextualizar os argumentos utilizados na descricdo do modelo
discutido neste Capitulo, sdo expostos e comentados alguns conceitos e fatos experimentais
relacionados com o desenvolvimento, e, especulacdes tedricas sobre o estudo do problema de
folding de proteinas. Conforme ja mencionado no Capitulo introdutério, uma proteina
especifica € identificada por sua estrutura primadria, isto é, pela ordem em que os diferentes
aminodcidos sdo dispostos ao longo da cadeia polipeptidica. Devemos o reconhecimento deste
fato ao bioquimico Frederick Sanger, que efetivamente estabeleceu, no inicio da década de
1950, a idéia da estrutura primdria em proteinas; veja em Pelesko [14]. Durante a década de
1960, os trabalhos conduzidos por Anfinsen e colaboradores, difundiram a idéia de que toda
informacdo necessdria para dirigir o processo de folding de uma particular proteina se
encontra codificada ao longo de sua estrutura primdria, € no modo como ela interage com o
meio, isto €, pelas condi¢des fisioldgicas. Embora seja reconhecido que algumas proteinas
necessitem de coadjuvantes do meio celular (chaperones) para se enovelarem, os chaperones
também sdo proteinas. Além disso, ndo ha chaperones disponiveis para todas as outras
proteinas; parte delas precisam se enovelar espontaneamente, ou seja, por conta propria. Dai,
o grande impacto da proposi¢do de Anfinsen foi que o processo de folding pode ser estudado

sob o prisma da fisica e da quimica somente.

A idéia freqiientemente identificada com os trabalhos de Anfinsen, mas formulada por
Lumry e Eyring [68], que muito corroborou com a proliferacdo de experimentos fisico-
quimicos relativos ao problema, é a hipdtese termodinamica, que associa a conformacgao
nativa ao estado de menor energia livre global do sistema cadeia-solvente [3,18]. Assim, a
estrutura nativa seria a conformacio termodinamicamente mais favordvel, e por conseqiiéncia
seria alcangada mediante uma busca ao acaso no espaco das configuracdes da cadeia. Porém,
como também jd citado no primeiro capitulo, em meados da década de 1990 foram
identificadas proteinas nas quais seus estados funcionais certamente niao correspondem ao
minimo de energia livre global, mas sim as conformagdes cujo acesso cinético € privilegiado
[29]. Essa evidéncia favorece outro argumento sobre o0 mecanismo subjacente ao processo de
folding. Esse argumento, primeiramente discutido na década de 1970 por Levinthal,
conhecido como a proposta cinética, sugere que as proteinas deveriam seguir caminhos bem

definidos ao longo do espaco configuracional, ligando dinamicamente os estados
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desnaturados a estrutura nativa. Contudo, o0 mapeamento das rotas especificas é aguardado até
agora. Durante as décadas de 1980 e 1990 Wolynes, Bryngelson, Onuchic e colaboradores
apresentaram uma proposta alternativa, conhecida como a metafora do funil de energia livre.
De acordo com essa idéia, para proteinas reais a superficie de energia livre seria lisa o
suficiente para permitir que a cadeia protéica escapasse facilmente dos minimos locais e, a
medida que o processo evoluisse, o espaco configuracional seria reduzido, até que a estrutura
nativa fosse encontrada na regido mais funda do funil [9]. Nessa abordagem o responsédvel
pelas propriedades do funil seria a evolugdo biolégica. Dentro desse contexto € sugerido que
uma Unica rota especifica para o folding ndo seria mais necesséria, pois diferentes rotas na

superficie afunilada da energia livre conduziriam a cadeia a estrutura nativa.

As propriedades gerais do processo de folding de proteinas globulares que se procura
explicar envolvem, majoritariamente: (i) o(s) mecanismo(s) preciso(s) de busca (as estruturas
nativas sdo Unicas e geometricamente precisas); (ii) a estabilidade marginal da conformacdo
nativa (para uma proteina tipica, sua estabilidade é da ordem de apenas 10kcal/mol); (iii) a
robustez do processo (por exemplo, o processo de busca se d4, para distintos organismos, em
temperaturas muito distintas, varrendo um intervalo que vai de aproximadamente zero para
mais de 100 °C); e (iv) a velocidade diferenciada do processo (embora o processo de folding
de proteinas globulares seja em geral muito rdpido, sdo encontradas taxas de folding que
diferem por vérias ordens de grandeza, mesmo para proteinas de tamanhos similares). Em
geral, as idéias e os mecanismos propostos sdo bem sucedidos para explicar apenas parte
dessas propriedades, mas falham em outras [17]. Com o modelo empregado neste trabalho,
embora minimalista, pretende-se reproduzir boa parte das propriedades gerais do processo,

como descrito acima, no intuito de gerar insights para a compreensao do fendmeno em pauta.

Por conta da abordagem especulativa e teérico-computacional escolhida para estudar o
problema do folding de proteinas, o procedimento analitico-dedutivo foi o escolhido. O
modelo do sistema cadeia protéica-solvente, que serd identificado a partir daqui por modelo
estereoquimico, € tratado por meio de algoritmos Monte Carlo (MC), com o critério de
Metropolis modificado. Para completar o circulo metodoldgico, as premissas incorporadas
nesse modelo minimalista sdo analisadas através dos resultados obtidos daquelas simulagdes
MC. A seguir, € feita uma descri¢do sistemadtica sobre como o modelo estereoquimico tem

sido construido, em seguida € exposta a motivacao fisica para alterar o critério de Metropolis
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no método MC, que € centrada na Mecanica Estatistica Nao Extensiva. Como ultimo topico

do Capitulo os pardmetros globais OC e  sdo apresentados.

3.1 O problema do folding de proteinas e o modelo estereoquimico

O processo de folding pode ser abordado como um problema no qual a cadeia protéica
e o solvente sdo tratados como um todo. Nesse caso temos um sistema heterogéneo (proteina-
solvente), no qual um dos componentes possui um nimero finito de graus de liberdade (uma
Unica cadeia de tamanho limitado), e cujas propriedades relevantes resultam, pelo menos no
seu estdgio inicial, da busca pela estrutura nativa, de um processo essencialmente fora do
equilibrio termodinamico. Portanto, pode ser esperado que propriedades ndo usuais venham a
emergir, principalmente quando as interacdes intra-cadeia e cadeia-solvente sdo levadas em

conta.

Um exemplo daquela propriedade emergente é a evolucdo temporal nao trivial que
ocorre durante a transi¢ao da cadeia polipeptidica do estado desnaturado para o estado nativo.
Para cada simulagdo MC independente realizada, o tempo de folding ¢ representado pelo
tempo de primeira passagem, ou seja, o intervalo de tempo registrado em passos Monte Carlo
para que a cadeia atinja a conformac¢@o nativa (por isso a associagdo com o termo: “tempo de

primeira passagem”). Por meio de um conjunto {r’}, de tempos de primeira passagem

(obtidos de forma independente para cada estrutura alvo S, e com N >>1) € estimado o tempo
caracteristico de folding t para aquela estrutura S (nativa). Corroborando com dados
experimentais, € verificado para o presente modelo que T se correlaciona com caracteristicas
topoldgicas globais da estrutura e certos padrdes estruturais especificos da nativa, como

analisado com detalhes no Capitulo seguinte.

O modelo estereoquimico é devotado exclusivamente para a etapa de busca da
estrutura nativa, como serd detalhado adiante. O modelo é baseado em fatos e em parametros
experimentais como a energia livre de transferéncia, resultante do efeito hidrofébico, e as
distintas especificidades estéricas dos aminodcidos. De suas propriedades, um reduzido
mundo paralelo ao das proteinas globulares emerge o qual permite investigar aspectos
cinéticos e termodinamicos relacionados com o processo sob estudo. Esse modelo tem sido

desenvolvido para abordar o problema do folding inverso, ou seja, € provida uma regra geral
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para o design da seqiiéncia de “aminodcidos” para cada estrutura alvo (estrutura nativa)

escolhida a priori.

A construcdo do modelo tem sido baseada na escolha dos elementos minimos
necessarios para gerar algo que se pareca suficientemente com o sistema que se pretende
estudar, em varios de seus aspectos. Esses elementos sdo: (i) espaco configuracional discreto
(rede cubica) — adotado por razdes de desempenho computacional; (ii) repertério minimo de
“aminodcidos” distintos (alfabeto estereoquimico) que irdo compor a cadeia protéica,
caracterizados e diferenciados pelos seus respectivos niveis de hidrofobicidade e
especificidades estéricas, como as interacdes ubiquas no universo das proteinas; (iii) cadeias
lineares de tamanho fixo (27 residuos); (iv) estruturas nativas representadas por configuragdes

maximamente compactas (CSA 3x3x3).

Uma vez que proteinas — bem como o conjunto de basicamente 20 aminoacidos dos quais
sdo formadas — sdo consideradas como produtos da evolucao bioldgica ao longo de bilhdes de anos,
€ razoavel perguntar: como seria possivel criar um cendrio que imitasse tal resultado? Com o do
conceito de evolu¢do em cena, ¢ importante considerar o que é preservado, e dentre todos os
aspectos caracteristicos das proteinas naturais, dois deles se destacam, pois sdo comuns a todas elas:
(i) as especificidades estereoquimicas dos aminodcidos - e as conseqiientes modalidades de
interagdes entre si € com o meio solvente; e (if) os padrdes topoldgicos das estruturas nativas, os

quais aparentam ser relativamente reduzidos (da ordem de um milhar) .

Sabe-se que os aminodcidos sdo distinguidos por seus distintos tamanhos e formas, assim
como por suas propriedades interacionais especificas em relagcdo ao solvente (a dgua). Proteinas
globulares, em suas respectivas estruturas nativas, formam arranjos atdmicos extremamente
compactados [69]; portanto, a questdo da forma e tamanho dos aminodcidos leva a restricdes
estéricas determinando quais pares (ou mesmo grupos maiores) deles sdo mais propensos a se
acomodarem espacialmente, e desta forma na estrutura nativa nao € qualquer tipo de aminoécido
que pode ficar espacialmente préximo (em contato) um do outro. Por outro lado, o caréter polar,
apolar ou neutro dos aminodcidos € o outro fator que reforca as especificidades de cada
aminodcido, pois numa proteina globular, quando em sua estrutura nativa e em solucdo, é
observada a regra ‘“‘hydrophobic inside” [69], isto significa que elementos apolares sao
encontrados comprimidos no interior da proteina, e os elementos polares, conseqiientemente,

estdo expostos na superficie em contato direto com o meio solvente.
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Para a utilizacdo da regra “hydrophobic inside” em um modelo, € necessdrio conhecer
valores da chamada energia livre de transferéncia AG (ou hidrofobicidade) [67] para cada
aminoécido. Os niveis hidrofébicos de cada aminoécido sdo obtidos experimentalmente mediante
a transferéncia de residuos de um meio polar (dgua) para um meio apolar (6leo). Os resultados
para essas energias livres de transferéncia produzem as denominadas escalas de hidrofobicidade.
E interessante notar que, a0 menos para pequenas moléculas apolares, AG (ou seja, o efeito
hidrofébico) varia muito pouco na faixa de temperatura que vai de zero a 100 °C (detalhes dados
no Capitulo 4, veja as tabelas 1 e 2). Os valores numéricos da escala de hidrofobicidade utilizada

constituem um elemento importante para o modelo explorado aqui.

3.2 O alfabeto estereoquimico

Aqui é apresentado um candidato que leva em conta os aspectos discutidos nos
paragrafos anteriores: trata-se da criagdo de um alfabeto estereoquimico, isto €, um conjunto
minimo de diferentes aminodcidos que consiste num repertdrio tnico, a partir do qual toda e
qualquer seqiiéncia (“proteina”) serd “montada”. A aproximacdo de ordem zero na criacdo
deste alfabeto é o estabecimento de quatro classes de aminodcidos em funcdo do grau de
exposi¢ao ao meio solvente (dgua), dada a posi¢ao espacial que cada aminodcido ocuparia em
qualquer estrutura nativa. Essa classificacdo leva em conta o nivel de hifrofobicidade do
aminodcido, casando-o com o grau de exposi¢cdo do mesmo ao solvente. Em nosso caso, para
uma cadeia de tamanho N=27 (N é o numero de aminoicidos), a estrutura nativa é
representada por um cubo 3x3x3 imerso numa rede cubica infinita, conforme ilustrado na
Figura 1 [61]. A cadeia conformada num cubo 3x3%3 ¢ a forma mais compacta possivel para
a mesma, e por isso tem sido denominada como configuracio maximamente compactada
(compact self avoiding CSA), com cada aminoédcido ocupando um tnico sitio da rede. Os
sitios ndo ocupados pela cadeia sdo preenchidos pelo solvente. Em outras palavras, no modelo
estereoquimico simulado na rede cubica regular, necessariamente os residuos e grupos
modulares de moléculas do solvente ocupam o mesmo volume; a cadeia ocupa sitios
exclusivos e consecutivos de uma rede cubica tri-dimensional infinita, enquanto os outros
sitios, chamados de sitios solvente, sao preenchidos pelas moléculas efetivas do solvente.
Assim, os nomes das quatro classes: 0; 1; 2; e 3, indicam exatamente o nimero de contatos
que cada um destes “aminodcidos” faz com os sitios solvente quando na estrutura nativa,

conforme indicado na Figura 1.
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Figura 1: Configuragdo maximamente
compacta (CSA) representando uma estrutura
nativa. Note que diferentes ‘“aminodcidos”
contatam um numero diferente de sitios do
solvente [61].
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Cada classe de “aminodcidos” possui um ou mais integrantes, as classes 0; 15 25 ¢ 3
possuem respectivamente: um, dois, seis e um integrantes. Um refinamento, levando em conta
detalhes locais da estrutura nativa, determina os valores especificos do nivel hidrofébico de
cada “aminodcido” [67, 70], conforme resumido na Figura 2. Adicionalmente, simulac¢des
Monte Carlo mostram a importancia das restricdes estéricas tanto no processo de busca pela
nativa, quanto na estabilidade da mesma [64]. Também na Figura 2 sdo mostrados os pares
de “aminodcidos” que sao permitidos realizar contatos como primeiros vizinhos na rede. A
forma final desse “cédigo estereoquimico”, como mostrado na Figura 2, foi obtida por meio
de um processo heuristico (tentativa e erro), envolvendo dezenas de simulacdes MC. Para
isso, o tempo registrado em passos MC para encontrar a estrutura nativa pela primeira vez ao
longo da simulacdo foi utilizado como a grandeza fisica a ser minimizada. Esse requerimento
de minimizacdo do tempo de busca pela nativa se justifica ndo apenas por razdes

experimentais e tedricas, mas também por razoes fisiolégicas.

Quanto as distintas configuracdes maximamente compactas, elas sdo exatamente
51.704 constituindo um conjunto de configuragdes que daqui para frente serd identificado
como ‘“‘catdlogo” de configuragdes CSA distintas; duas configuragdes CSA sdo idénticas se
possuem o mesmo conjunto de 28 pares de contato entre primeiros vizinhos. Cada elemento
do catdlogo representa uma possivel estrutura nativa (alvo) a ser estudada; tais configuragcdes

CSA’s possuem padrdes estruturais que as distinguem umas das outras.
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Figura 2: A esquerda, especificidades estéricas e niveis hidrofébicos. Os niveis hidrofébicos abrangem
proporcionalmente o dominio do espectro de hidrofobicidades dos aminodcidos naturais. As letras R; A; H;...;
C identificam cada “aminodcido”, e os pares de letras conectadas indicam os pares de “aminodcidos” que
podem ocupar sitios primeiros vizinhos da rede cibica. A direita, duas estruturas nativas maximamente
compactadas, identificados pelos nimeros ID = 866 e 868, estas configuracdes sdo muito parecidas a primeira
vista, mas a diferenca nos padrdes estruturais indicadas em preto implica em tempos caracteristicos de folding
consideravelmente distintos.

Uma sintaxe (regra) unica, baseada no alfabeto estereoquimico, é provida para o
design da seqiiéncia de “aminodcidos” para qualquer uma das estruturas do catilogo [67]. E
importante frisar que, quando se diz que a sintaxe € Unica, se quer dizer que a mesma regra €
utilizada para o design de qualquer estrutura alvo escolhida. Assim, dada uma das estruturas
alvo do catdlogo, a seqiiéncia de “aminodcidos” da “proteina” € automaticamente
determinada. Embora esse alfabeto seja constituido por metade do niimero de aminoécidos de
ocorréncia natural, o modelo estereoquimico reproduz alguns intrigantes aspectos
relacionados com o processo de folding como, por exemplo, a capacidade de encontrar a
estrutura nativa em tempo hdbil (virtualmente, para todas as estruturas do catdlogo); a
correlagdo das varias ordens de grandeza observadas para o tempo caracteristico de folding, T,

com as caracteristicas topoldgicas das estruturas alvo, bem como a robustez do processo de

folding dentro de um intervalo relativamente estreito de temperaturas.

3.3 Aspectos topoldgicos da nativa e o design da seqiiéncia

Quando uma cadeia com N aminodcidos assume sua compactacdo méxima em um espaco
cubico discreto ela se conforma em um cubo com dimensdes 7 X n X n. O nimero de contatos do

tipo primeiros vizinhos, chamados de contatos nativos (CN) € dado pela expressao [71]:

CN =2n-3n* +1 (1)

Aqui n=3, pois a cadeia tem 27 residuos, portanto CN=28. Também na tese de doutorado de

Inés Regina da Silva [71] se encontra uma classificacio para os padrdes topoldgicos que uma
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cadeia de 27 residuos maximamente compactada em um cubo pode apresentar. Essa
classificacdo é apresentada aqui de modo sucinto, para isso o alvo 1128 (Figura 3) serve de
exemplo. Para cada uma das 27 partes que compdem a cadeia cabe uma das trés
classificacoes: E (End), T (Turn) e S (Straight). Os dois residuos que se encontram nos
extremos da cadeia sdo classificados por E. Quanto aos 25 aminodcidos restantes eles sao da

forma T e § e satisfazem a relagdo:

ny +ng =25 (2)

A grande maioria das estruturas nativas apresenta um nimero de ny aproximadamente

quatro vezes maior do que o nimero de ng. O nimero maximo de unidades do tipo S ¢é

ng"“=11, e isto obriga o nimero minimo de T°s ser ny""=14. Por outro lado, o nimero
minimo de unidades do tipo S é ng""'=2, o que implica em ny"“'=23. Entretanto, uma parcela

muito pequena do total das configuracdes apresenta esses valores extremos, detalhes em [71].
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Figura 3: A esquerda estrutura 3D do alvo 1128. A direita seu respectivo mapa de contato, onde os
contatos nativos sdo representados em duplicata, observe a diagonal secundéria do desenho.

A combinac¢do das unidades S e T podem formar padrdes estruturais que se assemelham as
estruturas secunddrias encontradas em proteinas reais, por exemplo, as composi¢des [*STTS*],
[*TTTT*] e [*TT*], para as quais o asterisco (*) indica que qualquer uma das unidades E, S ou T
pode dar continuidade a um destes padrdes. Esses tipos de composi¢des geométricas originam
com freqiiéncia formas modulares compostas por contatos entre aminodcidos que se encontram
proximos ao longo da seqii€ncia primadria, e isto sugere o facil acesso cinético para aqueles trés

padrdes. Contudo, ha padrdes que representam formas modulares que nao sdo de facil acesso
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cinético, por exemplo, as formas Snail e Staple (como aquela destacada em negrito no alvo 868 da
Figura 1. E natural questionar qual é o efeito da composicio dos dois tipos de padrdes para a
cinética do folding de um conjunto de alvos especificos. Realmente, a composi¢do de dois ou
mais padrdes estruturais quaisquer pode resultar numa estrutura de maior ou menor acessibilidade,
o que indica o qudao complexa pode ser a determinacdo do nivel de cooperatividade cinética de
uma estrutura [70]. Comportamentos anomalos para alguns alvos correspondem a situacdes em
que, por exemplo, estruturas compostas de padrdes estruturais de facil acesso --situacdo que pode
ser facilmente identificada por inspe¢ao no mapa de contato da estrutura em questao, apresentam
comportamento cinético (ou seja, o tempo caracteristico de folding Tt) que ndo corresponde ao

esperado.

E importante mencionar que todos os resultados das simulacdes MC apresentados em
[70] foram obtidos com o critério de Metropolis usual, isto é, a ado¢do do peso de Boltzmann.
Nesta tese, como ja mencionado em trechos anteriores, para lidar com as dificuldades
apontadas € assumido que flutuacdes térmicas locais emergem como um atributo fundamental

no sistema cadeia protéica-solvente, tratadas aqui com o auxilio do peso de Tsallis.

Quanto ao design da seqiiéncia, sobre o alvo escolhido, é levado em conta, em
primeiro lugar, o nimero de contatos que cada residuo faz com as moléculas do solvente [61].
A partir dai € definido o conjunto R(i), i = 0, 1, 2, 3, onde i representa o nimero de contatos
que um mondmero encontrado no alvo faz com o solvente. Para cada estrutura maximamente
compactada a distribui¢c@o das classes € feita da seguinte maneira: (i) hd um Gnico mondmero
R(0) no centro do cubo; (ii) existem seis mondmeros R(1) nos centros das faces; (iii) ha doze
monomeros R(2) no meio das arestas; e oito mondmeros R(3) nos vértices do cubo. Quanto a
classificacdo R(i), todas as 51.704 estruturas maximamente compactadas sdo idénticas,
portanto € necessario especificar os integrantes de cada conjunto R(i), para i =1 e 2. Os
representantes das classes R(0) e R(3) ndo possuem subgrupos, sendo simbolizados pelas
letras R e C. Para os membros do conjunto R(1) a decisdo ¢ feita por meio da topologia local
em que o residuo se encontra; o primeiro deles, identificado por r(1,1), serd adotado toda vez
que o nimero de vizinhos topoldgicos na forma § € maior ou igual ao nimero de vizinhos
topoldgicos na forma 7 (o mondmero do centro do cubo R(0), ndo é levado em conta);
conseqiientemente o subgrupo r(1,2) fica automaticamente determinado. Essas duas
subclasses sdo representadas pelas letras A e H. De modo semelhante os monOmeros do

conjunto R(2) serdo identificados obedecendo a regra hierarquica:
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- r(2,1), quando os dois vizinhos topoldgicos sdo monodmeros do tipo r(1,1) e r(1,1);
sua representacdo ¢ dada pela letra B;

- r(2,2), quando os dois vizinhos topolégicos sdo monomeros do tipo r(1,1) e r(1,2);
sua representacdo € dada pela letra G;

- r(2,3), quando os dois vizinhos topolégicos sao monodmeros do tipo r(1,1) e r(3); sua
representacao € dada pela letra F;

- r(2,4), quando os dois vizinhos topoldgicos sao mondmeros do tipo r(1,2) e r(1,2),
ou r(1,2) e r(3) na forma 7, sua representacao ¢ dada pela letra I;

- r(2,5), quando os dois vizinhos topoldgicos sdo mondmeros do tipo r(1,2) e r(3) na
forma E; sua representacdo é dada pela letra E;

- 1(2,6), quando os dois vizinhos topoldgicos sdo mondmeros do tipo r(3); sua

representacao € dada pela letra D.

A representacdo dessa sintaxe se encontra condensada na Figura 2 anterior. Como

exemplo da regra aplicada em uma estrutura alvo especifica (866) veja a Figura 1 anterior.

3.4 A energética do modelo estereoquimico

Apresentados os aspectos principais do modelo segue a descricdo da sua energética.
Formalmente as interagdes presentes no modelo sao de trés tipos: (i) interagdes intra-cadeia: o
efeito de volume excluido e as restri¢des especificas que impdem os pares permitidos para os
primeiros vizinhos entre as partes que constituem a cadeia; (ii) interacOes solvente-solvente:
aqui apenas o efeito de volume excluido € considerado; (iii) interagdes cadeia-solvente: outra
vez o efeito de volume excluido € levado em conta, e, adicionalmente o efeito hidrofébico €
incluido através de uma escala numérica de hidrofobicidade. Como ja mencionado essa escala
¢ idealizada a partir de dados experimentais e estimativas tedricas para a energia livre de

transferéncia dos aminoacidos [67].

As interagdes de esfera dura impedem que as partes que compdem a cadeia de uma
molécula ocupem o mesmo espaco que ja se encontra preenchido por outra parte da mesma
molécula, ou que duas moléculas efetivas do solvente ocupem um mesmo sitio da rede [72].
Quanto a interacdo cadeia—solvente, que em principio trata da interacdo explicita entre cada
residuo e o solvente, temos que para modelos em rede nos quais se adota a aproximacdo na

qual a densidade do solvente ndo flutua, estas interagdes podem ser representadas de modo
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exato pelo potencial hidrofébico aditivo g,,,, = (h, + hy) , entre os pares de residuos [73]. O
nivel hidrofébico Ah; do residuo “i” representa a variacdo da energia livre para transferi-lo de
um meio polar (solvente) para um meio apolar (interior da proteina). Dai, com a cadeia fixa
numa certa configuragdo a, a energia livre do sistema pode ser escrita como G = Gy + X g
(a), onde Gy é uma constante. Portanto no contexto do modelo estereoquimico os niveis
hidrofébicos representam o fator quimico mais geral e influente atuando no processo de
folding. Adicionalmente o conjunto de vinculos intra-aminodcidos imita as especificidades
estéricas dos residuos reais pelo estabelecimento de quais deles sdo permitidos ocupar sitios
primeiros vizinhos da rede. Esses vinculos funcionam como especificidades adicionais para os
pares de contato do tipo primeiro vizinho, e, sua conseqiiéncia principal € selecionar caminhos
para o folding e unfolding através do espaco configuracional [64]. Em suma, o conjunto de

especificidades estéricas acompanhado da varia¢do da energia livre de transferéncia, que sdo

fixos para cada par de mondmeros, constitui os parametros do modelo.

Assim, a energia livre do sistema cadeia-solvente G([x,l]), quando a cadeia ¢é
pensada fixa numa configuragdo arbitrdria &, definida pelo conjunto [x,/] de N, contatos

inter—residuos do tipo primeiros vizinhos (1< N, <28), pode ser escrita como

G D =D (85 +¢, )0 ), 1 s 3)
(i)

onde o somatério varre todos os pares (i, j) de residuos; o fatorg, ., =1 indica o caso em

que (i,j) pertence ao conjunto [x,/], caso contrario ¢, ; ., =0.

E importante frisar que o modelo estereoquimico ndo é nativa-centrado, ou seja,
informacdes sobre a estrutura nativa ndo sao empregadas em etapa alguma ao longo das
simulacoes Monte Carlo. A nativa somente € utilizada para o design da cadeia, e para a
verificacdo do tempo de primeira passagem pela nativa. O processo como um todo é guiado
exclusivamente pelas interagdes presentes no sistema cadeia-solvente. Com relacdo ao critério
de amostragem entre sucessivas configuracdes do sistema, € feito o seguinte, antes de checar a
variagdo energética entre uma configuragdo e outra, a permissdo para os pares de primeiros
vizinhos entre os residuos que compdem a cadeia € verificada de acordo com a regra

apresentada na Figura 1, e depois a variac@o energética € conferida.
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Modelos fundamentados no potencial estereoquimico (Eq. (3)) t€ém provado ser
eficientes em empacotar a cadeia e encontrar o estado nativo, mas eles falham em
providenciar estabilidade ao glébulo porque tais potenciais aditivos, h;=h;+h;, satisfazem
marginalmente o principio da segregacdo (a saber, 2h;;—h;j—h;;<0) mediante o sinal da
igualdade, ou seja, 2h;;—h;;—h;j=0. Todavia, a adicdo de um conjunto de vinculos estéricos
{cij} no potencial hidrofébico {h;;}, conforme indicado na Eq. (3), leva a conseqiiéncias
importantes: por exemplo, eles ajudam a encontrar as rotas para o folding, e melhoram a

condic¢do de estabilidade do glébulo no estado nativo como um todo [64].

Em resumo, no modelo apresentado aqui, as interagdes solvente-solvente e cadeia-
cadeia sdo todas do tipo caroco duro (hard sphere), elas produzem o efeito geral conhecido
como “volume excluido”, e, portanto maior énfase € dedicada as interacOes cadeia-solvente.
Essa abordagem se justifica por duas razdes de cariter experimental. A primeira evidéncia
vem do plote de Ramachandran [74], o qual mostra a pronunciada compactacdo da estrutura
protéica. Por sua vez, a segunda evidéncia, o foco nas interacdes cadeia—solvente vem do fato
de que todas as interacdes deste tipo podem igualmente ser feitas entre a cadeia e o solvente,
como no caso das liga¢des de hidrogénio, praticamente cancelando sua capacidade energética
de discriminar entre a estrutura nativa e a desnaturada. Realmente, quando a conformacgao da
cadeia se aproxima o suficiente da estrutura nativa é que as liga¢des de hidrogénio podem se

configurar de modo produtivo na estabilidade do glébulo protéico.

Detalhes sobre o desenvolvimento do modelo estereoquimico se encontram no

Apéndice A.

3.5 As flutuacoes térmicas locais e a alteracao no critério de Metropolis: a Mecanica

Estatistica Nao Extensiva

Os modelos minimalistas destinados a investigar o processo de folding quando
simulados com o método Monte Carlo adotam na maioria das vezes o critério de Metropolis
usual, centrado apenas na variacdo energética, para realizar a amostragem estatistica [75, 76].
Entretanto, como j4 mencionado em trechos anteriores, o sistema cadeia-solvente ¢ um
sistema heterogéneo e fora do equilibrio termodinamico, com um componente finito, pois
parte do sistema (a cadeia protéica) pertence a escala nanoscépica [18]. Logo, antes de

prosseguir com a argumentacao sobre qual peso estatistico (ou quais pesos estatisticos) adotar
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no critério de Metropolis, sdo apresentadas algumas estimativas termodinamicas envolvendo o

sistema finito abordado, bem como as correspondentes motivagdes experimentais.
3.5.1 Flutuacgaoes térmicas locais na escala nanométrica

Os dados tradicionais sobre a cinética e termodindmica de proteinas sdao resultados de
médias temporais do comportamento coletivo de muitas moléculas, algo em torno de 10'7-10%
moléculas/L. Ou seja, esse € um fator determinante para gerar a visao tradicional das proteinas
como um glébulo rigido, compacto e estatico. Contudo, quando consideradas individualmente,
cada proteina garantidamente estd sob efeito de flutuacdes considerdveis em suas propriedades
termodinamicas. Facamos algumas estimativas, considera-se uma proteina representativa com
aproximadamente 250 residuos em solucdo — massa molecular m em torno de 4.2 x 10% kg, a
qual apresenta capacidade térmica tipica (C, = C,) em torno de 0.32 kcal kg'K', a temperatura de
T=300K. Uma estimativa direta da flutuacdo da energia interna em torno da média, para uma
molécula individual, resulta em AU, = 6.4x10%° cal por molécula (AUm=kT2mCV).
Marcantemente, ela deve ser da mesma ordem de grandeza da mudanga de entalpia tipica da
desnaturacdo térmica das proteinas, ou seja, algumas dezenas de Kcal/mol [32], caso todas as
moléculas estivessem flutuando em harmonia [77]. Entretanto, as flutuacdes sio individualmente
nao correlacionadas, logo numa populacdo com um niimero grande de macromoléculas, elas irdo
praticamente se cancelar, resultando em uma medicao efetivamente sem flutuacido nos parametros

de interesse (veja a argumentacdo de Popov no quarto pardgrafo na pigina 447 em [18]).

Apesar da quantidade de dados gerados pelos experimentos tradicionais em
bioquimica, o processo de folding deve ser explicado para uma tnica molécula protéica em
particular. Essa necessidade tem motivado os experimentos de uma Unica molécula como
apontado por Kumar e Li [34], e, recentemente comentados por Shakhnovich [78] sobre o
mapeamento das trajetdrias de transi¢do entre o estado unfolded e folded realizados por Eaton
e colaboradores para uma proteina globular de dois estados com 56 aminodacidos, a GB1 [79].
A importancia desse tipo de medicdo reside no fato de que o mapeamento do estado de
transi¢do demarca onde o folding e o unfolding realmente ocorrem. Dada a escala nanoscépica
da cadeia no sistema cadeia-solvente, € como se a temperatura estivesse flutuando localmente,
e isto justifica uma proposta para levar em conta a flutuacdo térmica local nas simulacdes

Monte Carlo, como ¢ apresentado a seguir.
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3.5.2 O fator de Boltzmann generalizado

Por conta da sua tipica baixa concentracdo, para estudar o processo de folding, uma
proteina em solucdo pode ser pensada como um sistema heterogéneo constituido por apenas
uma Unica cadeia imersa no meio solvente, o qual funciona como um reservatério de calor a
temperatura, digamos ,30_1. Entéo, se ! oscila (localmente) em intervalos de tempo menores
do que o tempo tipico gasto para as trocas configuracionais da cadeia, € possivel propor um

fator de Boltzmann generalizado exp,(-f,E) como a integral do fator de Boltzmann (fungdo
exponencial convencional exp(—/,E) ) sobre todas as possiveis flutuagdes !, ponderado por

certa distribuicao f,(f) , ou seja:
exp, (—B,E) = [ dBexp(-BE)f, (B). (4)

Caso seja assumido que fy(f) obedeca uma distribui¢do da forma ¥* - conforme
proposto por Beck [80], e explorado por Rajagopal e colaboradores [81] — um caso especial
da distribuicdo Gama da varidvel [ que ocorre em muitas circunstincias comuns [82], entdo

o fator de Boltzmann generalizado se torna

1

exp, (—=B,E) =[1-(1- ) BEI"" .

Ou seja, exatamente a mesma expressdo proposta por Constantino Tsallis como peso
estatistico no formalismo generalizado da Mecanica Estatistica Nao Extensiva [83]. Quanto a

distribuicao xz,

n " ni2-1
ﬁ] B exp(-nf125.,) (%)

0

f(B)= [F(n/Z)]_l(

ela é parametrizada de modo que a temperatura ,80_1 corresponda a média da flutuagao em f,
ou seja: fB,=<pf>= J:o f,(B)pdf . Portanto, o pardmetro g, dado por g=1+2/n, estd

associado com a dispersdo relativa de f, g=1+(<8*>-8,")/8,", com n sendo o nimero de
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graus de liberdade do subsistema em contato com o reservatdrio térmico. A proposta feita por
Beck [80] recebe o nome de Super Estatistica de Beck-Cohen, alguns detalhes sobre isso sdo

dados no Apéndice B.

Nesta tese, o foco € direcionado para os aspectos cinéticos do curso seguido por uma
cadeia que se encontra numa conforma¢do desnaturada qualquer, e que transita para a
conformagdo nativa. Para este estudo, as simulacdes Monte Carlo sao realizadas utilizando o
critério de Metropolis, contudo com uma modificacdo nas probabilidades de transi¢dao entre
sucessivas configuracdes, decorrente do mesmo raciocinio utilizado na Eq. (4). Assim, para a
transi¢cdo de uma configuracdo a, digamos com energia E,, para uma configuracdo b, com
energia Ej, a probabilidade de transi¢do utilizada no processo de Metropolis tradicional, a

saber, exp(—f,AE ), onde AE, =E, - E,, é substituida por

a?’

exp, (BAE,,) = <exp(-SAE,,) >, ou

b
equ(_ﬁOAEab) = [1_(1_Q)ﬂoAEab]H’ . (6)

Quanto a amostragem entre duas configuracdes sucessivas, conforme ja mencionado em
trechos anteriores, antes de realizar a avaliacdo energética, como € feito no critério de
Metropolis usual, é checada a permissdo para os pares de primeiros vizinhos conforme

indicado na Figura 2.
3.5.3 A motivagdo para o uso do peso de Tsallis

O sistema cadeia-solvente, como um todo pode ser pensado no contexto do ensamble
microcandnico, com a cadeia focada como um subsistema € o meio solvente como o sistema
complementar. Assim, todas as configuragdes do sistema global, envolvendo a cadeia e o
solvente, tem o0 mesmo peso p = 1/T'y. Aqui [’y € o nlimero total de configuracdes do sistema como
um todo. Entretanto para uma mesma configuracdo da cadeia hd um niimero muito grande de
configuracdes para o solvente. Dai, se a cadeia é considerada congelada em uma configuraciao
particular a, a entropia do sistema é reduzida por uma quantia AS,. Portanto, na formulagdo
tradicional, a probabilidade de ocorréncia da configuragdo a € dada pelo peso de

Bolztmann p, =exp(-AS, /k,) [84, 85]. Contudo o sistema aqui estudado é heterogéneo. Como ja

mencionado, se trata de uma cadeia com dimensdes nanoscopicas em solu¢do aquosa, logo, uma
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vez que o comportamento da cadeia € o foco da nossa atencdo, o caos microscopico ndo pode ser
ignorado. Para a aplicacdo do balanco detalhado, o sistema como um todo pode ser pensado no
contexto do ensamble microcandnico, e, em equilibrio térmico macroscopico. Assim sendo uma
probabilidade de transicio W(a—b), da configuracio a para a configuracdo b, pode ser
estabelecida, ou seja, W(a—b) = exp(-foASp,), onde ASy, = AS, — AS,. Para lidar com as
flutuagdes térmicas locais € adotada a proposta ndo extensiva de trocar o peso estatistico usual por
sua correspondente generalizacdo a g-exponencial [86], e a probabilidade de transi¢ao fica dada
por W(a—b) = exp, (- fo ASy,). Feita a suposi¢do adicional de que no estdgio de busca da nativa
ndo ha praticamente variagOes significativas na energia interna do sistema, a probabilidade de
transi¢do € rescrita como W(a—b) = expy, (- fo AGp,). Onde G, (G,) € a energia livre do sistema

como um todo quando a cadeia se encontra (congelada) na estrutura b (a) [84, 85].

A motivacdo para adotar o peso de Tsallis em nossas simulacdes MC, como ja
indicado, reside no fato de que uma molécula protéica estd sujeita ao efeito de forgas locais
nao balanceadas, quando em contato com um reservatdrio térmico, a uma dada temperatura
macroscépica f'. Uma situacdo muito parecida ocorre com uma particula de dimensdes
coloidais, onde essas flutuacdes se originam da natureza finita (nanométrica) do objeto,
modulando as complexas interagdes entre suas partes. Varios outros exemplos s@ao dados no

artigo de Beck e Cohen [80].

No contexto mais geral, as motivagdes ficam por conta de que: (i) o processo de
folding de proteinas pode ser considerado como um processo estocdstico ndo linear fora do
equilibrio termodindmico, como defendido por Popov [18] (veja o quarto pardgrafo da pagina
445, bem como o segundo pardgrafo da pagina 446); (ii) e que para lidar com a
termodindmica dos sistemas vivos a Mecanica Estatistica Nao Extensiva pode ser uma
escolha conveniente [87]. Feita a opcao pelo peso de Tsallis, o efeito da Mecanica Estatistica
Nao Extensiva sobre o sistema estudado € analisado de duas maneiras. Numa etapa
preliminar, o indice entrépico g é escolhido ser uma grandeza fixa ao longo de um conjunto
de simulacdes MC. Por sua vez, na segunda etapa, g é deixado variar, ao longo de cada
simulacdo, em fun¢do do grau de compactacio da cadeia, estimado aqui pelo raio de giracdo
R da mesma, enquanto que a temperatura do reservatério permanece fixa. Isso € feito

ajustando o valor de ¢, configuragdo apds configuracao da cadeia, por meio da relacdo g = 1+
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(x/RGZ; o € uma constante que determina o valor maximo possivel para g (este ponto serd

retomado mais adiante, no tépico 4.2).
3.6 Analise das funcoes exponencial usual e g-exponencial

Os valores significativos de g para o presente problema sao relativamente pequenos.

Portanto € interessante registrar as comparacdes entre a funcdo g-exponencial e a exponencial

1
usual. No limite de ¢ — 1, a fungdo g-exponencial, exp, (—x) =[1-(1-¢)x]"?, apresenta
exatamente o mesmo comportamento da funcdo exponencial convencional, ou seja,

exp,_, (—x)/exp(-x) =1. Entretanto, para ¢ = 1,1 a diferenca A (x)=exp, (—x)—exp(—x)

atinge seu maior valor em x = 2.1, veja na Figura 4, arazdo A (x)/exp(—x) =16%.

Assim, em principio, é possivel argumentar que o efeito liquido de usar a g-
exponencial ao invés da func¢do exponencial convencional, no problema aqui considerado,
deve ser o equivalente a um pequeno aumento local da temperatura. Com o intuito de testar
essa possibilidade, nesta tese o tempo caracteristico de folding t é adotado como um
parametro analitico para analisar os efeitos da utilizagdo da Mecénica Estatistica Nao

Extensiva sobre o modelo estereoquimico.
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Figura 4: A esquerda comparagio do comportamento da exponencial generalizada, a g-exponencial
exp,(-B) quando g=1.1, com a exponencial usual exp(-B). A direita comparacio das duas diferencas:
Ag(x) = expy(-x)-exp(-x), e Aa(x)=exp(-ax)-exp(-x). Seus perfis sdo similares, todavia 0 midximo para
Aa(x) ocorre em torno de xp = 1, e, para Ag(x) ele é em torno de x, = 2.
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Outros aspectos da Mecanica Estatistica Nao Extensiva sdo retomados no Capitulo
seguinte, e também no Apéndice — B. No préximo item os parametros OC e € propostos para

avaliar a topologia da estrutura nativa sao discutidos.
3.7 A Ordem de Contato e o parametro Q

Como mencionado no final do Capitulo introdutério um dos principais desafios
relacionados com o problema do folding de proteinas é explicar as taxas folding para diversas
proteinas globulares. Proteinas semelhantes em tamanho (quantia de aminodcidos na estrutura
primdria), mas com padrdes topoldgicos distintos presentes na estrutura nativa, podem
apresentar diferentes ordens de grandeza para a taxa de folding, numa mesma faixa estreita de
temperaturas. A proposta feita por Plaxco e colaboradores [16, 17] indica que, de alguma
maneira a taxa de folding deve estar relacionada com parametros geométricos globais da

nativa, e assim o parametro chamado Ordem de Contato (OC) foi proposto.

A OC relativa, proposta por Kevin Plaxco e colaboradores [16, 17], tem sido apontada
como um elemento importante no estudo da taxa de folding [15]. Essencialmente ela
determina a distancia média ao longo da cadeia entre todos os pares (i,j) de residuos que se

apresentam em contato (proximos) na estrutura nativa, ou seja:

l —d,
oc=—>—1 (7)
Nc @) L

onde d;/L € a separagdo ao longo da cadeia entre os residuos (i,j) em contato, normalizado
pelo comprimento total da cadeia. A soma € realizada sobre todos os pares de contato (i,j), €
N, ¢é o numero total de contatos presentes na estrutura nativa. Em geral os aminodcidos sao
considerados em contato quando a distancia entre os seus carbonos-o (ou centro de massa dos
residuos) for menor do que 6 A. Porém, variacdes desse valor tém sido usadas, por exemplo,
55 ¢ 7,5 A [88]. Quanto aos valores para a OC do conjunto das 51.704 estruturas
maximamente compactas eles se situam no intervalo 0.238095 < OC < 0.494709. Apesar de o
parametro OC ser amplamente explorado na literatura [17], ele ndo apresenta nenhum apelo
fisico como, por exemplo, avaliar a probabilidade de formacdo dos padrdes estruturais que
compdem a estrutura nativa, isto €, ser capaz de predizer a acessibilidade cinética da nativa

mediante uma inspecao direta sobre o mapa de contato da estrutura escolhida.
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Um possivel parametro que possa avaliar a probabilidade de formagdo de contatos
quando a cadeia se encontra imersa em um banho térmico, e, apenas interacdes do tipo
caro¢o-duro controlam seus movimentos, deve ponderar favoravelmente que os contatos mais
provdveis sdo aqueles com menor distincia d;; de separacdo entre os residuos em contato. Para
associar algum significado fisico a d;; associamos a ela certa probabilidade p;; de ocorréncia
do contato entre o para (i,j) de residuos. Na aproximacdo da cadeia ideal (cadeia gaussiana)

[89] esta probabilidade pode ser escrita como:
py o< d, ®)

como serd demonstrado no Capitulo seguinte. Nessa aproximag¢do cada contato intra-cadeia é
considerado como independente dos demais, dai aqueles contatos prévios que tornam os
seguintes mais faceis, ndo sao levados em conta. Conseqiientemente, cada estrutura nativa é
ponderada em seu menor nivel de cooperatividade. Assim a cooperatividade estrutural € pode
ser representada pela média aritmética do correspondente conjunto de probabilidades {p;}.
Logo € razodvel especular que, se os fatores cooperativos adicionais sdo incluidos, a
acessibilidade cinética fica adequadamente caracterizada por €. Detalhes adicionais sobre a
motivacdo fisica relacionada com o parametro proposto, bem como as correlagcdes entre as
taxas de folding para 200 estruturas alvo com os parametros OC e €2 se encontram no préximo

Capitulo.
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4 - RESULTADOS e DISCUSSOES

A apresentacgdo dos resultados das simulacdes MC € feita em quatro partes. Em todas elas
o tempo caracteristico de folding t = 1(T, q) é¢ adotado como a grandeza fisica de relevancia no
estudo da primeira etapa do processo de folding, a busca pela estrutura nativa. No primeiro item o
indice entrépico ¢, juntamente com a temperatura 7" do reservatério, foi escolhido ser uma
grandeza fixa ao longo dos conjuntos de simulacGes, e entdo o comportamento de (7, g) foi
analisado para trés estruturas alvo distintas. Na segunda parte g foi deixado variar, ao longo de
cada simulacdo, em funcdo do grau de compactacdo da cadeia, conforme ja mencionado no
Capitulo anterior, e o valor médio dos ¢’s acessados € mostrado para os mesmos alvos do tépico
anterior, novamente o comportamento de t(7, ¢) € analisado. O segundo item ¢é encerrado com
exibicdo da freqiiéncia de visitacdo dos valores de g ao longo das simulagdes para seis alvos. Na
terceira parte sao mostradas as correlagdes entre a rapidez do folding log(1/t) com os parametros
OC e Q para um conjunto de 200 estruturas alvo distintas simuladas com o indice g considerado
como uma varidvel dindmica. Finalmente como ultimo item a questdo da robustez na primeira
etapa do processo de folding é brevemente discutida. Em todas as quatro partes o papel da

topologia da nativa na taxa do folding € frisado.
4.1 O tempo caracteristico de folding quando ¢ é considerado um parametro fixo

A Tabela 1 mostra T para trés estruturas nativas como funcdo da temperatura 7" e do indice
entrépico ¢, no intervalo 0.9 < T < 1.5 e 1< g <1.4. Naquela Tabela 1 observa-se que T depende da
topologia da estrutura, de 7, e g. Em geral, sdao realizadas cento e cinqgiienta simulacdes
independentes para cada par (7, g). Dentre as estruturas presentes na Tabela 1 (ID 866, 1128,
36335) a estrutura ID 36335 € a que apresenta a maior complexidade topoldgica, um fato refletido
pelo maior valor do seu tempo caracteristico em relacdo aos outros dois alvos. Todavia, para
qualquer estrutura do catdlogo, dada uma temperatura 7; existe um valor especifico g- ¢(T;) que
minimiza T, e para cada estrutura particular hd um par (7}, ¢(T;)), para qualquer 7;, que da
aproximadamente T =T, (Tabela 1, células escuras). A incerteza 6t em T foi estimada pelo
desvio padrao da média das médias, considerando 20 amostras distintas {#}y tomadas de um
conjunto de 10* simula¢des independentes (N =150). A incerteza &t depende do par (7, g) e é
fortemente influenciada pelo tamanho do conjunto de simula¢des independentes quando o sistema
se aproxima do regime vitreo, situacdo na qual a cadeia pode ficar presa em conformagoes

metaestaveis por longos intervalos de tempo. As menores incertezas (em torno de 5%) ocorrem
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para aqueles valores especificos de ¢ = ¢(7;) os quais minimizam o tempo caracteristico de

folding T = Tmin. As respectivas estruturas tridimensionais e os mapas de contato para os trés alvos

866, 1128 e 36335 se encontram no Apéndice D.

ID 1128 iq 1D 266 iq ID 36333 i

r 1.0 1.1 1.2 143 1.4 1.00 | 1.1 1.2 1.3 1.4 1.0 1.1 1.2 14 1.4
0.9 560 54 20 22 48 330 30 3l 30 45 700 | 870 | 240 | 310 | 470
1.0 130 28 19 26 a7 120 24 31 i 31 3300 | 560 | 190 | 380 | 1100
1.1 40 22 25 40 130 47 20 30 50 130 1450 | 230 | 210 | 520 | 1700
1.2 39 15 29 5 3zi 24 26 38 a0 310 630 | 200 | 260 | TR0 | 3200
1.3 21 2l 52 180 | 470 21 26 57 190 | 620 460 180 | 370 | 1560

1.4 23 3n 30 280 | 1000 24 36 92 320 [ 1400 170 | 210

1.5 28 47 170 | &10 | 2300 26 59 170 | 710 | 3100 200 | 250

Tabela 1: Tempos caracteristicos de folding em funcdo da temperatura 7, do pardmetro g, e da
complexidade da estrutura nativa para trés alvos distintos: 1128, 866, 36335. Observe as células escuras,
elas correspondem ao T = T, para determinados pares de valores (7,q).

O cendrio apresentado na Tabela 1 sugere que a cinética dos mecanismos de busca em

ambos os casos sao igualmente reproduzidas, ndo importando se as configuragdes sao ponderadas

com o peso de Tsallis a uma dada temperatura 7, ou pelo peso de Boltzmann convencional com a

temperatura um tanto elevada em relagdo a temperatura 7' (macroscépica) do reservatorio.

Realmente, essa possibilidade se torna clara caso o comportamento T € plotado, para cada g

especifico como uma fun¢do da escala de temperatura transladada 7, = T — T, ", onde Tq* ¢ a

temperatura na qual T= Ty, para aquele valor de ¢, como mostrado na Fig. 1: essencialmente

todas as curvas se comportam de um modo muito préoximo para todos 0s casos em que T = Tyin.

200

180 -
160/
140-

T 120
100-

80|
60-
40-
20-

0_

(Tr T)+ Tmin
~ (.00, 1.35; 19
—l—(1.05, 1.25); 17
— (110, 1.20); 18
— (.15, 1.10); 21
—(—(1.20, 1.00);

Figura 1: t para vdrias combinagdes (g, 7) que
convergem para T Otimo (T=Tpyy); OS eiigos da
temperatura foram transladados para T, = 7-T, , onde
Tq* ¢ a temperatura na qual T aproxima-se do valor

6timo para cada caso.
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Um exame mais detalhado mostra que as distribuicdes dos tempos de folding sao
essencialmente as mesmas em ambos 0s casos, como mostrado na Figura 2 para a estrutura
representativa ID 866 em diferentes circunstincias (¢ e 7), e N =10* simulacdes independentes para
cada caso. As distribuicdes sao mais bem ajustadas com uma ou mais curvas log-normal,
dependendo da temperatura. A distribuicio para (g, 7) = (1.1, 1) (peso de Boltzmann generalizado;
curva continua mais fina) € praticamente a mesmo que para (g, 7) = (1, 1.25) (peso de Boltzmann
convencional; pequenos circulos vazios), os quais implicam, na convergéncia de T para os dois
casos, a saber, Tyin = 24 (Tabela 1). Essa concordancia confirma que o efeito do peso de Boltzmann
generalizado sobre a cinética do mecanismo de busca pela nativa é equivalente, da perspectiva do
peso de Boltzmann usual, a um aumento na temperatura (ou seja, a inclusio das flutuagdes térmicas
locais). Contudo, apesar da aparente equivaléncia entre o efeito do peso de Boltzmann a
temperaturas elevadas, e o peso de Tsallis com o indice entrépico g devidamente ajustado para
encontrar Ty, hd uma diferenca entre as duas abordagens. Essa diferenca pode ser encontrada
quando o tempo médio <> é calculado. Com a abordagem ndo extensiva Tpy, € <> sa0 muito

proximos, o que nao ocorre quando o peso de Boltzmann € utilizado para encontrar 0 Tpip.

1800
- =_r=q=1.0; T=1.00
1600 - Q ¢=L1;T=1.00
w—g=1.1; T=1.00,
1400 - 2 peack Gaussian
| —@—g=1.0; T=1.25
1200 —Fq=1.0: T=1.50
——q=1.0; T=1.90
? 1000 !
[}]
5 800-
ﬁ 600
400 - ﬁu_‘--/-—-\
200 \\
0! A
T T T T T T T T 1T T 7T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

In(7)

Figura 2: Distribuicdes dos tempos de folding @ para o alvo 866. A distribuicdo log-normal para g=1.1 e
T=1.0 (circulos vazios maiores) € mais bem ajustada usando uma Gaussiana com dois picos (linha continua
em vermelho — amplitude (A;; A,) = (1310 * 40; 430 £ 70); largura (w;; wy) = (0.49 * 0.07; 0.8 * 0.3); e
média (u;; 1) = (291 £0.09; 5.0 £ 0.2)). Para g=1.0 o comportamento do tempo de folding é mostrado
para vdrias temperaturas. Em particular, as distribuicdes dos tempos de folding para (g, T) = (1.0; 1.25) e
(1.1; 1.0) sdo praticamente as mesmas, isto confirma que o peso de Tsallis (g>1) a uma temperatura 7,
corresponde ao fator de Boltzmann usual (g=1.0) com certo aumento em 7. Na regido dos menores tempos
de folding (In(t) < 2.5) e para temperaturas no intervalo 1.0 < T < 1.5, todas as curvas se aglutinam —
inclusive o caso (g, T)=(1.1, 1.0). Em 7=1.0 e ¢g=1.0 (linha cinza) o sistema se aproxima do regime vitreo e
manifestagdes das dificuldades ergddicas sdo evidentes. Na temperatura 7=1.50 a distribui¢do apresenta o
menor dominio, ou seja, 0 < In(f) < 5.5 (quadrados vazios), e conforme 7 aumenta a partir deste ponto, o
pico da distribui¢cdo se move para os t’s maiores, conforme ilustrado para 7=1.90 (quadrados preenchidos).
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Para (g, T) = (1, 1), o sistema se aproxima do regime vitreo com manifestacdes das
dificuldades ergddicas, como indicado pela curva Gaussiana com trés picos. Em 7= 1.5 a
distribuicao apresenta seu menor dominio, a saber, 0 < In(¢) < 5.5, e progressivamente para
T>1.5, o tamanho do dominio aumenta e o pico da curva se desloca para os maiores valores
de 7. Quanto a regido dos menores tempos de folding, a saber, para In(r) <2.5, todas as curvas
no intervalo 1.2 < 7'< 1.5 apresentam o mesmo comportamento incluindo o caso onde (g, T)
= (1.1, 1). Isso significa que, mesmo com a temperatura 25% maior, entre as configuracdes
iniciais hd algumas que combinadas com certa evolucdo configuracional, podem levar a

cadeia rapidamente a estrutura nativa.

Como j4 mencionado em um dos pardgrafos anteriores € importante prestar atencao
nas diferencas entre as duas abordagens aqui discutidas, principalmente por conta das
peculiaridades do sistema considerado. Realmente, a temperatura do sistema nio pode ser
mudada arbitrariamente; nao ¢ uma simples questdo de renormalizacdo de parametros. O
mecanismo de busca pela nativa deve ser universal, trabalhando igualmente no intervalo de
temperatura entre zero e 100°C. Contudo, uma vez que a estrutura nativa é encontrada, outra
etapa do processo de folding entra em cena. Essa etapa € a estabilizacdo da nativa como um
todo, a qual é uma func¢do estritamente dependente da temperatura do reservatério térmico.
Para cada proteina hd um intervalo da temperatura de trabalho, fora do qual ela perde sua
funcionalidade. Portanto, a temperatura 7 do sistema (banho térmico) deve ser mantida como
referéncia, medida macroscopicamente, e todas as peculiaridades térmicas de um corpo em
escala nanoscépica, em resposta as flutuagdes térmicas locais (por exemplo, o tempo

caracteristico 6timo T = Ty,,) seriam controladas pelo indice entrdpico g.

Para qualquer proteina alvo do catdlogo, mantida a temperatura constante (temperatura
macroscépica do reservatorio), o ajuste de um valor especifico de g para obter 0 Ty, € sempre
possivel. Contudo, a questdo de como o indice entrépico g pode ser associado a cada proteina
em particular (sua seqii€ncia de aminodcidos ou sua estrutura nativa) deve ser investigada.
Para o caso presente, a saber, uma cadeia que evolui no espago configuracional para um
glébulo compacto, a idéia direta vem da observacdo que a flutuacdo de S é dependente da

escala espacial conforme sugerido por Beck, Lewis e Swinney [80, 90].
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Mediante a relagdo entre ¢ e o nimero de graus de liberdade n da distribuicdo da
temperatura, ou seja, g=1+2/n € possivel reconhecer uma sutil associagdo entre g € a
complexidade da estrutura nativa. Pode-se perceber, em primeiro lugar, a natureza dinamica
dos graus de liberdade n. Conforme a cadeia muda seu grau de compactacdo ao longo do
tempo, n muda de acordo: entdo, para uma cadeia aberta gmin=2/nm.x —1, € para um glébulo
plenamente compactado @max=2/nmin. Considerando que para uma cadeia plenamente
compactada nyi,=3 € possivel obter um valor maximo para g, ou seja, gma=1+2/3 = 1.67.
Realmente, durante o processo de folding, armadilhas energéticas e topoldgicas devem ser
superadas até que a estrutura alvo seja alcangada. Tais armadilhas fazem com que a cadeia
colapse em conformacdes erradas, e em diferentes graus de compactagdo, as quais devem ser
desfeitas de modo que o processo de folding possa ser retomado. Portanto, a cadeia em
diferentes niveis de compactacdo € suscetivel aos efeitos térmicos locais de diferentes
maneiras, que ao longo do processo de simulacdo sdo governados por valores distintos de g.
Assim, dependendo do nimero e peculiaridades das armadilhas em potencial — determinadas
pela combinacdo da complexidade da estrutura nativa e do design da cadeia (ou seja, a
seqiiéncia dos residuos), certo valor médio (ou valor 6timo) do indice entrépico g pode ser
identificado por um processo de triagem. Isso é o que foi descrito em trechos anteriores como
mostrado na Tabela 1 para trés estruturas alvo diferentes. Contudo, uma inspecao direta desse
processo pode ser realizada usando um processo dindmico que muda (apropriadamente) o

valor de g ao longo da simulacdo; este € o foco do préximo item.

4.2 O tempo caracteristico de folding quando ¢ é considerado uma variavel dinamica

Aqui os trés alvos analisados na Tabela 1 sd3o novamente o foco de andlise, com uma
diferenca fundamental: desta vez o indice entrépico ¢ foi deixado variar ao longo de cada
simulacdo MC em fun¢do do raio de giracdo, mediante a expressdao ¢ = 1 + 2(gua—1). Na
configuracdo compacta R5” = 2 e assim, ¢ = gmar, por outro lado com a cadeia aberta g deve
apresentar o comportamento ¢ — 1. O valor de ¢, = 1,33 parece ser universal para o
presente modelo, uma vez que para este valor e com a temperatura do reservatério 7' = 1,

T — Tmin para qualquer estrutura simulada.
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ID 1128 ID 866 ID 36335
T T <t> <qg> T <t> <qg> T <t> <qg>
0,8 37 44 1,18 47 84 1,18 330 354 1,19
0,8 24 30 1,15 43 45 1,15 283 204 1,18
1 el e 29 31 1,14 243 253 147
1,1 71 25 114 | - 3 1,18 242 [ 748 | 118
{2 27 31 1,13 29 32 1,13 292 205 1,15
1.3 41 45 1,13 40 44 1,42 387 387 1,14
14 65 73 1432 B4 68 1,11 551 £53 1,13

Tabela 2: Tempos caracteristicos de folding t, e tempos médios de folding <t> em funcdo da
temperatura 7, e do indice entrépico g, € ¢u. = 1,33. Aqui, como mostrado na Tabela 1, a
complexidade da estrutura nativa para os trés alvos 1128, 866, 36335 influi em t e <7>. Observe as
células azuis, elas correspondem ao T =T, dentro do dominio de temperaturas 7 do reservatdrio
utilizadas, e que nestes casos T e <> sdo muito proximos.

O cendrio apresentado na Tabela 2 mostra que: (i) para os menores tempos
caracteristicos T = Tmin, 0s valores de <r> e Tpi, 30 muito proéximos; (ii) que O Tpin para os
trés alvos é obtido numa parte estreita dentro do dominio da temperatura do reservatério T;
(iii) o valor médio de g acessado ao longo das simulag¢des € préximo daquele valor de g o qual

fornece T, quando o indice entrépico € utilizado como parametro (veja na Tabela 1, e

imagine o caso em que uma interpolacdo entre os valores vizinhos de ¢ € feita).

Na série de figuras seguintes, sdo mostradas distribui¢cdes dos valores de g para seis
alvos diferentes. Para todos os casos adotamos T = 1, ¢, = 1,33, € um conjunto total de 150
simulacdes para cada estrutura foram necessdrias para a determinacdo do tempo caracteristido
de folding t. A énfase é dada para a distribuicdo de g, mas na parte superior de cada figura é
também mostrada a curva cinética, a qual indica a evolucdo do nimero de proteinas
desnaturadas, cujos dados computacionais sdo ajustados por uma, ou em alguns casos, por

duas exponenciais.
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Figura 3-A: Freqiiéncia de visitagdo dos valores de g para o alvo ID 8. Observe a presenga de uma
distribui¢do bimodal para a distribui¢do dos valores visitados pela varidvel g.
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Figura 3-B: Freqiiéncia de visitagdo dos valores de ¢ para o alvo ID 866. Neste caso, temos uma
distribui¢do unimodal para a freqiiéncia dos valores visitados pela varidvel g. Portanto, os valores para T,
<t> e <g> apresentados neste grafico sdo consistentes com aqueles presentes nas Tabelas 1 e 2 anteriores

para o alvo 866.
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Figura 3-C: Freqiiéncia de visitacdo dos valores de g para o alvo ID 1128. Aqui, também podemos ver
tendéncias para uma distribuicio bimodal, embora uma das componentes da distribuicio predomine
visivelmente. Os valores para 1, <t> e <g> apresentados neste grafico também sdo consistentes com
aqueles presentes nas Tabelas 1 e 2 anteriores para o alvo 1128.
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Figura 3-D: Freqiiéncia de visitacdo dos valores de g para o alvo ID 38912. Note a assimetria acentuada
desta distribuicdo, com a predominidncia dos valores maiores de g. Essa tendéncia significa que na
evolucdo configuracional, muitas estruturas compactas, diferentes da nativa sdo visitadas, indicando
sinonimia (degenerecéncia): uma mesma sequéncia (palavra) levando a mais de uma estrutura compacta

(significado).
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Figura 3-E: Freqiiéncia de visitacio dos valores de g para o alvo ID 44444. Aqui se tem um caso muito

similar ao anterior, Figura 3-D.
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Figura3-F: Freqiiéncia de visitagdo dos valores de ¢ para o alvo ID 48765. Nesse caso também a
predomindncia dos valores de g acessados indica que a cadeia freqlientemente acessa conformagdes
compactas diferentes da estrutura nativa, o que faz com que a cinética do processo de folding, neste caso
seja mais lenta.

Da série de graficos apresentados nas Figuras acima (Figura 3 A-F), vemos que a
distribuicdo de g é bem variada. Para algumas estruturas os valores de g acessados durante a
simulacdo concentram-se ao redor de valores bem menores do que ¢gmax; para outras
estruturas, os valores de ¢ tendem a gnax; Ou ainda para outras estruturas a distribui¢ao dos ¢’s
¢ bimodal. Cada uma destas tendéncias singulares revela uma classe de comportamento
cinético. No primeiro caso, quando os valores de g sdo predominantemente pequenos, isto
significa que as rotas para a estrutura nativa s@o, na sua grande maioria, muito bem
determinadas e rapidas, o que € verificado nas estruturas compostas por padrdes estruturais
mais cooperativos. No caso oposto, quando a frequéncia dos ¢’s é maior para valores
proximos de gmax, O que se constata € que a cadeia se compacta muitas vezes, ao longo da
simulacdo, porém em estruturas diferentes da nativa, e assim deve ser desfeita
sistematicamente pela acdo mais acentuada da flutuagdo térmica local. Como resultado, o
tempo caracteristico de folding, T, para esses casos sdo significativamente maiores. Estruturas
com topologias mais complexas, pobres em padrdes com contatos proximos ao longo da
cadeia, tendem a mostrar este comportamento. No caso intermedidrio, com distribui¢dao
bimodal, temos a coexisténcia de dois grupos de rotas distintas a nativa; por algumas rotas o

acesso ¢ mais rapido, enquanto que por outras o processo de folding ¢ marcadamente muito
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mais lento, pois provavelmente muitas conformac¢des maximamente compactas erradas serao

acessadas e conseqiientemente desfeitas.

De acordo com a discussdo apresentada no pardgrafo anterior, o peso de Tsallis para
pequenas proteinas cuja cinética € de dois estados [35] pode desempenhar o papel dos
“chaperones”: quanto mais compacta for a estrutura, mais acentuadas serdo as flutuagdes térmicas
locais, portanto desfazendo mais facilmente o glébulo. Por isso, armadilhas energéticas e
topoldgicas, muito mais freqiientes nas conformacdes compactas, serdo mais facilmente
sobrepujadas e assim o espaco conformacional é mais bem visitado. Evidentemente, o mesmo
efeito serd exercido sobre a estrutura nativa, e a tendéncia serd igualmente de desfazé-la pelo
efeito das flutuacdes térmicas mais acentuadas nas estruturas compactas. Contudo, nas
proximidades da conformacdo nativa, € somente nela, é que todas as interagdes se compdem de

forma cooperativa e produtiva, permitindo a estabilidade do glébulo.

A distribuicao dos ¢’s também nos revela que o valor 6timo de g, isto €, aquele valor g
=¢* que minimiza o tempo caracteristico de folding T, € no final praticamente igual ao valor
médio <g> da distribui¢c@o dos ¢’s, ou seja, g* =<g>. Realmente, os tempos caracteristicos de
folding T obtidos com o pardmetro fixo g =¢* e com g como uma varidvel convergem muito

satisfatoriamente.

4.3 A correlacio entre a “velocidade” do processo de folding com a OC e Q2

A semelhanca do que se encontra apresentado nas duas Tabelas anteriores (1 e 2) seria
possivel escolher como referéncia um daqueles trés alvos, por exemplo, a estrutura 866, e
entdo investigar como T se altera quando apenas mudancgas estruturais sutis sao permitidas. A
andlise desse tipo de investigacdo ndo foi dada nesta tese, visto que ela envolveria a
classificacdo e descricdo detalhada dos aspectos topolégicos de cada um dos padrdes
estruturais envolvidos, e assim umas poucas estruturas alvo poderiam ser tratadas.
Alternativamente, escolhemos aqui simular um conjunto considerdvel e representativo de
estruturas alvo (para esta tese foram simulados 200 alvos distintos), sujeitos a certa
temperatura do reservatério, e entdo estimamos T para cada uma delas. E em seguida,
investigamos a correlagdo entre a rapidez do processo de folding (a busca pela nativa) com

parametros globais destinados a avaliar a topologia dos alvos escolhidos, isto é OC e Q.
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A proposta feita aqui tem como fundamentagcdo o trabalho de Plaxco e Baker [16].
Adicionalmente acreditamos que, o trabalho que mais se aproxima com 0 que se encontra
mostrado a seguir, seja o artigo de Kaya e Chan [93]. L4, em [93], o papel da topologia da
nativa nas taxas de folding é o alvo principal das andlises feitas. No fim do artigo, no dltimo
pardagrafo, os autores apontam algumas lacunas na compreensdo da energética das proteinas
reais. Contudo, o nosso ponto de vista indica (como € mostrado nos graficos a seguir), que as
deficiéncias apontadas no final daquele artigo ficam por conta de: (i) a simplificacao
demasiada assumida por modelos do tipo Go (os quais usam informacdes da nativa ao longo
das simulacdes); (ii) o peso estatistico usado nas simulacdes MC; (iii) o modo com que a
nativa € avaliada. Na tese de doutorado de Inés Regina da Silva [71] sdo encontrados avancos
na descri¢ao da topologia da estrutura nativa mediante a classificacdo dos padrdes estruturais,
também sdo propostas modificacdes na OC, e sdo dadas correlacdes similares aquelas
exploradas na seqiiéncia. Os principais resultados da tese de Inés se encontram condensados
no artigo [70]. Com o intuito de avangar com a investigacdo dada em [70, 71] propomos o

parametro Q.

Ainda que o processo do folding de proteinas seja estocdstico ele ndo se processa de
forma aleatoria, pois apresenta taxas de folding com dezenas de ordens de grandeza mais
rdpidas do que se poderia esperar de uma busca aleatéria pela estrutura nativa [50]. Contudo,
o tempo caracteristico de folding pode abranger vdrias ordens de grandeza, variando de
fracdes do microsegundo a horas. O tamanho da proteina € um dos fatores determinantes do
tempo caracteristico de folding, mas detalhes topoldgicos também exercem grande influéncia
na acessibilidade cinética a estrutura nativa. Realmente, proteinas pequenas com algumas
dezenas a centenas de aminodcidos podem apresentar taxas de folding muito distintas, como €

o caso discutido por Gillespie e Plaxco em [17].

Como jia mencionado no Capitulo anterior, para proteinas pequenas de dois estados
(aquelas sem estados intermedidrios detectdveis entre o estado nativo e nio-nativo [35]), tem
sido mostrado que o logaritmo da taxa de folding correlaciona-se negativamente com a OC
[16, 35]. O curioso é OC ser considerado um parametro global, pois ele essencialmente € a
média das distancias ao longo da cadeia entres os residuos que fazem contato na estrutura; Eq.

(7) do Capitulo 3.
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A Eq. (7) do Capitulo 3 (definicdo da OC) carece de um significado fisico preciso.
Contudo, intuitivamente nao € dificil aceitar que a OC de cada estrutura reflete de alguma
forma a facilidade com que a mesma possa ser acessada, pois contatos entre residuos a uma
distancia A ao longo da cadeia ocorrem com uma freqiiéncia que aumenta com o inverso de A
[61]. Assim, estruturas com menores valores de OC, seriam mais acessiveis no processo de

busca estocastica.

Com o intuito de aprimorar a idéia de representar a acessibilidade da estrutura nativa
por um unico parametro global, € possivel substituir cada termo da Eq. (7) anterior por sua
probabilidade de ocorréncia. Feita essa identificacdo, em sua formulacdo mais simples, o
resultado seria uma probabilidade média, determinada pelas probabilidades de ocorréncia de
cada elemento do conjunto de contatos intra-cadeia {i,j}. A dedugdo rigorosa de um
parametro como esse ¢ uma tarefa hercilea. Contudo, quando a aproximag¢ao da cadeia ideal
para homopolimeros ¢é utilizada (cadeia gaussiana), uma primeira aproximacao € de obtengao

imediata, como € dado a seguir.

Considere uma cadeia polimérica simples com N unidades idénticas confinadas numa
rede cubica. Cada configuragdo consiste numa seqiiéncia de N passos consecutivos,
representada graficamente por um trago conectando N pontos consecutivos da rede. A Figura

4 abaixo ilustra uma configuragdo arbitraria numa rede 2-D.

Figura 4: Configuracdo C arbitrdria no espago bi-dimensional.
Qualquer configuracdo pode ser representada graficamente pelo
caminho descrito por N passos mediante os pontos consecutivos da
b rede. O comprimento L total da cadeia é entdo L= N/, onde ¢ é
o pardmetro de rede. A distincia entre os extremos a e b da cadeia
o ¢ chamada “distancia ponta-a-ponta” (dpp). Perceba que no
presente caso, a semelhanca dos gases ideais, a superposi¢do entre
as unidades da cadeia € permitida [72].

A entropia S(r) = kln I'(r) € calculada sobre o nimero I'(r) de todas as configuracdes
disponiveis para a cadeia. Quanto as distancias entre as extremidades a e b, elas sao
calculadas como: r’= (i, — ib)2 + (o — jb)2 (todas as configuragdes sdo equiprovaveis). Portanto

o nuimero de todas as possiveis configuragdes fica dado por T, = z I'(r)=z",ondez +1 € a

coordenacgdo da rede. No presente caso, a rede ctbica, z = 5.
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Para uma dada configuragdo arbitrédria C, o vetor ponta-a-ponta r, que liga um extremo

ao outro da cadeia € dado pela soma dos N passos entre os primeiros vizinhos na rede, ou seja,

N
r= ZE .. Com o vetor r € possivel a determinacdo analitica de algumas grandezas fisicas
i=1

relevantes em polimeros. Por exemplo, quando se leva em conta todas as possiveis

configuragdes I" da cadeia, € possivel mostrar que a média do quadrado da distancia ponta-a-

ponta, R, é R, =<1’ >= ZZEn L, = 252 = N/(?, isto &, R, =¢N"? (os termos cruzados,

nn
n#m, se anulam). Outra grandeza de interesse, dada uma distancia fixa r, é a probabilidade

de ocorréncia p(r) de uma configuracao arbitraria, a qual tem a forma gaussiana, isto &,

A
p(r)= Wexp , 2)

onde A é uma constante. A rigor esse resultado € vdlido somente nas condi¢des de cadeia ideal
e quando sdo assumidas as seguintes aproximacdes: (i) o nimero de mondmeros que
compdem a cadeia é muito grande (N>>1); e (if) quando a distancia » € muito menor do que o
comprimento da cadeia, quando completamente esticada (NI), satisfaz, r/Nl << I. Detalhes
sobre os cdlculos de p(r) e outras grandezas decorrentes, podem ser encontrados no primeiro
Capitulo de um texto em portugués [91], ou em inglés e nas referéncias contidas em [92].
Apresentada a expressdo para p(r) segue como utilizd-la para definir a cooperatividade

estrutural.
4.3.1 Probabilidade de ocorréncia de um contato

Para uma cadeia com 27 residuos que se encontra em uma rede cubica, a sua
configuragdo maximamente compacta (que representa uma estrutura nativa) é composta por
28 contatos intra-cadeia (primeiros vizinhos). Cada estrutura nativa apresenta um conjunto de
contatos topologicamente unico, que pode ser mais ou menos complexo, e isto resulta em
distintos padrdes estruturais. Essas diferencas estruturais implicam na peculiar acessibilidade
cinética ao longo do processo de folding. O contato entre os residuos i e j ocorre quando eles
sdo primeiros vizinhos na rede cubica (a uma distancia espacial fixa ¢). Um contato dessa
natureza € caracterizado pela distincia dj; entre os residuos i € j ao longo da cadeia. Na Eq. (2)

anterior € assumido que r =/, ou seja, a distancia espacial entre residuos contatantes (igual ao
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pardmetro de rede) e, considera-se que N = djj, como a distancia ao longo da cadeia entre os
residuos contatantes. Assim podemos associar uma probabilidade p; a cada contato, em

funcdo da distancia dj; ao longo da cadeia, ou seja,

-3
2d,

D exp (3)

= an
d;
Logo, com a substitui¢do direta de djj pela estimativa de sua probabilidade de ocorréncia p(d;;)
= pij, na Eq. (7) (Capitulo 3) para a OC, € introduzido um novo conceito para se estimar, em
primeira ordem, a cooperatividade de uma dada estrutura, com a intencdo de avaliar a sua
acessibilidade cinética, por um tUnico parametro global, o qual serd representado por €.

Dessa forma temos que,

1
Q=—>p,;. 4)
1 N {i.j} !

c .

Embora a Eq. (4) acima represente uma aproximagao grosseira, diferentemente do
parametro global OC, ela tem um significado fisico claro: 2 mede a acessibilidade cinética

pela probabilidade média de ocorréncia de cada contato inter-residuo.

. -3 e .
Quanto ao fator exponencial c¢; =exp 57 | ele € definido no intervalo 0,6 <c¢; <I.
ij

Na pratica, esse fator pode ser ignorado sem maiores prejuizos, mantendo-o fixo; ¢j; = 1. Feita

essa escolha, a cooperatividade minima € para uma dada estrutura fica definida como

1 A
Q=—> 5. (5)
° N, "

N6s simulamos 200 estruturas alvo distintas, todas elas com a temperatura de
referéncia do banho térmico em 7 = 1. Cada alvo foi simulado cento e cinqiienta vezes, isto
gerou um conjunto de 150 tempos de primeira passagem, com o qual calculamos t. Os valores
de t para as diversas estruturas consideradas, cobrem quatro ordens de grandeza, e com eles

investigamos as correlacdes entre log(1/t) e OC, Qe Q,, veja as figuras 5, 6 e 7 dadas em
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seguida. Quanto a Q, sua estimativa foi realizada levando o fator exponencial da Eq. (3) em
conta. Entretanto como € mostrado na Figura 5 a correlac@o entre log(1/tr) e Q; ndo difere
significativamente daquela entre log(1/1) e €. Realmente € varia linearmente com €y, com

a Figura 7 podemos inferir que Q= ot €2y, onde o < 1.

log K.

0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55

Figura 5 - Correlac@o R (Pearson) entre as taxas de folding e OC para o conjunto de 200 alvos simulados, e
temperatura 7 =1 (unidades de energia/K); R =50% . Observe que K, varre quatro ordens de grandeza.

Perceba na Figura 5 as ordens de grandeza varridas pelas taxas, temos tempos
caracteristicos de folding que vao da dezena a dezena de milhar em passos MC. Isso significa
que a combina¢do do modelo estereoquimico com a Mecanica Estatistica Nao Extensiva &
capaz de encontrar as estruturas alvo para todas as estruturas consideradas (sem nenhum
critério de exclusao) em intervalos de tempo razodveis, porém amplos. Entretanto, 0 mesmo
ndo ocorreu quando o peso de Boltzmann foi utilizado para simular alvos mais complexos,
ainda que uma janela de tempo com 1.000.000 de passos MC, ou mais, tenha sido utilizada
em alguns casos. Quanto a correlacdo mostrada na Figura 5, o valor de 50% indica que a OC
ndo ¢ satisfatdria para descrever a topologia da nativa e assim contribuir para o elucidamento
do(s) mecanismo(s) de folding. Nas duas figuras seguintes as correlagdes entre o log(Ky) e

variacoes de  sdo exploradas.
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R=0.75 R=0.73

log K,
log K,

Figura 6: Correlagdes entre as taxas de folding para o conjunto de alvos simulados com € (a esquerda)
e Q, (a direita). Observe a esquerda que com g a correlacdo aumentou em 50% em relacio aquela com
a OC, por outro lado com €, a correlacdo aumentou em 46% novamente em relacdo aquela realizada
com a OC.

A Figura 6 acima indica que a cooperatividade estrutural ) em suas versdes mais
basicas (e Q) é capaz de melhorar em aproximadamente 50% a correlacdo com as taxas de
folding. Portanto, podemos dizer que €2 € um parametro mais conveniente do que a OC para
avaliar a topologia da nativa. Adicionalmente também podemos dizer que a acessibilidade
cinética ¢ um fator muito importante relacionado com o mecanismo envolvido na primeira
etapa do processo de folding, a busca pela nativa. Entretanto, a andlise detalhada do papel da
composi¢do de padrées mais cooperativos (acessiveis), com outros ndo tdo cooperativos na
cinética de cada uma das 200 estruturas simuladas ndo é dada nesta tese, conforme ja foi
mencionado antes. Para encerrar este item cabe uma andlise sobre a diferenca nas correlagdes

mostradas na Figura 7 para Qe Q.
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Figura 7: A comparacio entre Qe Q, para vdrios alvos, por conta do fator exponencial da Eq. (3)
calculado em €, percebe-se que seu efeito € praticamente negligenciavel.
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O resultado mostrado na Figura 7 nos dd4 uma boa margem de seguranca para usar €2
em nossas andlises, bem como na caracterizacdo da cooperatividade estrutural para os alvos
simulados. Apresentadas as correlacdes anunciadas este Capitulo é encerrado com um breve

comentdrio sobre a robustez do processo de folding.

4.4 A robustez do processo de folding

A questdo da robustez na busca pela estrutura nativa no processo de folding pode ser
colocada em termos diretos da seguinte maneira. Caso a regra para a constru¢do da cadeia (a
sintaxe) € alvo independente, e, se para um alvo particular ela é capaz de ditar a seqiiéncia que
se enovela no alvo especificado, dentro de uma janela de tempo habil, dada uma temperatura
de referéncia para o banho térmico (7,=1); entdo € esperado que para temperaturas um tanto
maiores ou menores do que 7,, a estrutura nativa também pode ser encontrada, porém com
valores maiores para o tempo caracteristico de folding. Adicionalmente a universalidade da
sintaxe deve garantir o0 mesmo comportamento para os T’s dos demais alvos do catdlogo
quando a temperatura do banho térmico se afasta de 7,. Em particular, esse comportamento
pode ser visto em um dos graficos do artigo [94], no qual a estrutura alvo de interesse foi a

866, ou para a estrutura alvo 1128 na Figura 1 anterior.
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5 - CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Ao longo desta tese de doutorado o problema do folding de proteinas foi abordado sob
a perspectiva do problema do folding inverso através de um modelo minimalista, o0 modelo
estereoquimico [61]. Dentro do contexto desse modelo o processo investigado é pensado
como sendo composto por duas etapas: (i) a busca pela estrutura nativa, e (ii) a estabilizacdo
da mesma [64]. O principal foco da andlise aqui apresentada se deu sobre a primeira etapa do
processo, isto €, a busca pela nativa, e conseqiientemente a investigagao do papel da topologia
do alvo sobre o tempo caracteristico de folding. Para isso utilizamos 200 alvos distintos em
nossas simulacdes Monte Carlo, sendo que o comportamento cinético de alguns deles foi
analisado em detalhes (estruturas 866, 1128, 36335). Em nossas simulacdes MC o peso
estatistico de Tsallis foi utilizado. Para justificar essa escolha, foram usados tanto argumentos
fisico-quimicos, quanto bioldgicos que implicam na necessidade das estruturas nativas serem
alcangadas agilmente, em janelas de tempos razodveis e numa faixa relativamente estreita de
temperaturas. Alguns argumentos plausiveis para essa escolha podem ser encontrados no
conjunto de referéncias [14, 15, 16, 34, 50, 18, 29, 77, 80, 81, 82, 83, 87, 94] e mais
recentemente em [95, 96]. Com isso, um dos nossos objetivos principais foi alcangado, como
ilustra a Figura 1 do Capitulo 4. Nesta figura mostramos os menores tempos caracteristicos de
folding do alvo 1128 para diversos pares de valores (7, g); naquela Figura, o eixo das
temperaturas foi transladado, fazendo com que as curvas fossem sobrepostas, facilitando
assim a inspecdo visual. Esse grafico (Figura 2) ilustra o fato de que o efeito do peso de
Tsallis € equivalente a certa elevaciao da temperatura macroscépica do sistema; porém, tendo
em mente que a questdo da estabilidade do glébulo protéico, esta simples renormalizacao de
temperatura nao torna as duas abordagens equivalentes. Assim, o indice entrépico ¢ do peso
estatistico de Tsallis representa convenientemente as flutuacdes térmicas locais do sistema
cadeia-solvente, permitindo que a temperatura 7 permaneca associada com a nog¢do usual de

uma grandeza macroscopica de referéncia, isto €, a temperatura do banho térmico.

A meta de prover evidéncias sobre a competicdo entre controle cinético e controle
termodindmico no processo de busca pela nativa, como decorrente dos atributos topoldgicos
da propria estrutura alvo, estd resumida nas Tabelas 1 e 2 do Capitulo 4. A inspecdo direta nos
respectivos mapas de contato dos alvos utilizados (Apéndice D) ajuda a entender que os
atributos topoldgicos controlam o0s tempos caracteristicos de folding apresentados nas

referidas Tabelas. E quanto a mostrar como a taxa de folding pode ser correlacionada com
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diversos atributos topoldgicos das estruturas alvo (folds e suas composi¢des cooperativas),
mediante a proposta de um argumento plausivel para as vérias ordens de grandeza observadas
nos tempos caracteristicos de folding t, isso foi feito estudando as correlacdes entre log(1/1) e
OC, e entre log(1/1) e Q, conforme ilustrado nas Figuras 5 e 6 do Capitulo 4. Esse estudo nos
permitiu concluir que a Ordem de Contato ndo seria o parametro mais indicado para avaliar a
topologia da nativa como um todo, embora para casos especificos de proteinas reais tal
correlagdo seja bem mais acentuada do que a encontrada aqui. Porém no nosso caso, em que
as estruturas nao foram selecionadas por nenhum critério excludente, pois foram incluidos os
mais diversos padrOes estruturais, as correlagdes com €2 apresentam um aumento de

aproximadamente 50%, o que € consideravel.

Outro resultado importante e ilustrativo, também apresentado no Capitulo 4, diz
respeito a distribuicdo dos valores de ¢, ilustrado por seis alvos com topologias distintas
(Figuras 3A -3F, Capitulo 4). A determinacdo do valor mdximo permitido para a variavel g,
gmax = 1.33, foi realizada por meio de uma andlise de varredura com diferentes e
representativas estruturas. A referida andlise constatou evidéncias de que este valor para gmax
se trata de um valor universal para o presente modelo. Isto €, para todos os casos analisados
até agora, para uma mesma temperatura 7 = 1 (unidades arbitrarias), este é o valor que resulta
no tempo caracteristico de folding minimo, ou seja, T —>Tmin. Para qualquer outro valor

significativamente maior ou menor do que gmax =1,33, T se afasta de Tpin.

Se a varidvel ¢ € identificada com o parametro que controla a flutuagdo térmica local,
entdo podemos afirmar que as estruturas de facil acesso cinético ndo necessitam de valores
considerdveis dessa flutuacdo, e, portanto os valores maiores de g praticamente ndo serdo
visitados. Portanto para essas estruturas a primeira etapa do processo de folding é muito
rapida, como € o caso do tempo caracteristico de folding dos alvos 866 e 1128, que € da
ordem de dezenas de passos Monte Carlo. Se assim for, € possivel especular que a flutuagcao

térmica local funcione, até certo ponto, com substituto da metafora do funil [9].

Em relagdo ao cendrio originado da combinacdo do modelo estereoquimico com a
Mecanica Estatistica Nao Extensiva, aliado com a proposta do parametro Q, é possivel
imaginar os seguintes avancos: aumentar o tamanho da cadeia (numero de aminodcidos);

violar a regra para a constru¢do da cadeia (o que equivale a fazer mutacdes na cadeia); usar
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com critério outros pesos estatisticos mais especulativos para simular o modelo além do de
Boltzmann ou o de Tsallis (por exemplo, a distribui¢do de Levy); considerar flutuacdes na
densidade do solvente; migrar do espaco discreto para o continuo; melhorar a precisdo do
parametro Q e aplica-lo em proteinas reais; experimentar variagdes no alfabeto estereoqimico;
e, introduzir interagdes que representem as ligacdes de hidrogénio e as forcas de dispersao.
Para que tudo isso possa ser realizado serd necessario recursos computacionais distribuidos,
ou seja, rodar os programas em paralelo, e, se possivel desenvolver uma interface amigavel
para os programas utilizados. Parte disso estd sendo realizado por Pablo Andrei Silva, aluno
de mestrado trabalhando no Grupo de Fisica Bioldgica (Departamento de Fisica e Quimica —
FCFRP — USP). Uma vez realizados esses desenvolvimentos e generalizagdes, uma das
possibilidades imediatas serd simular todo o catdlogo das 51704 estruturas maximamente
compactas, com diferentes pesos estatisticos, e diferentes temperaturas 7 do reservatdrio
(solvente), e assim investigar com detalhe o papel da combinacdo de composi¢des
cooperativas € nao cooperativas para a cinética de um dado alvo, e esclarecer a pretensa
universalidade do valor de gm.x. Com isso, talvez seja possivel classificar os alvos em
subgrupos de acordo com a cooperatividade estrutural e dos padrdes estruturais presentes em

cada um deles.

Seria natural alguém perguntar: O que se pretende com isso tudo? Bem, o que se
espera de um modelo minimalista € que ele desempenhe o papel de uma caricatura, a mais fiel
possivel, de um sistema ou processo sob andlise, € com isso obter insights sobre o problema
real. Apesar de suas limitagdes, conforme os resultados apresentados nesta tese, o modelo
estereoquimico se mostrou capaz de resolver o problema do folding inverso —dada um
estrutura, prever a sua correspondente seqii€ncia e encontra-la numa janela de tempo pré-
estabelecida, por meio de um processo de simulacdo (MC), a partir de uma conformacao
aberta (sem a presenca de qualquer contato do tipo primeiro vizinho, condi¢do inicial).
Adicionalmente, o modelo mostrou ser capaz de reproduzir quatro ordens de grandeza para a
taxa de folding. Todos esses resultados podem de certa forma, ser reproduzidos com a
estatistica de Boltzmann, porém somente quando a temperatura do reservatério térmico €
ajustada de forma adequada para cada estrutura alvo. Contudo essa abordagem para o presente
problema ¢ artificial, uma vez que o conjunto das proteinas de um ser vivo especifico, ou de
uma célula em particular, funciona apenas dentro de um regime estreito de temperaturas. Dai,
com o peso de Tsallis a questdo nao € encontrar uma temperatura de folding para cada

seqiiencia de aminodcidos, e sim perguntar: dada uma seqiiéncia providenciada pela sintaxe
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do modelo estereoquimico, quanto de flutuacdo térmica local é necessdria (distribuicao dos
q’s) para que um conjunto de seqiiéncias idénticas encontre a estrutura nativa no menor tempo
caracteristico possivel? Esta pergunta é respondida automaticamente, deixando o indice

entrépico ¢ variar adequadamente.

Finalmente, com o conceito da cooperatividade estrutural, contido em €2, a relevancia
do papel da topologia da estrutura nativa e conseqiientemente a facilidade com que os padrdes
que compdem a nativa sao acessados, esclarece em termos fisicos o insight dado pela ordem

de contato; OC.

Talvez em breve, com auxilio do modelo estereoquimico, apesar de todas as
aproximacodes contidas em sua abordagem, e dentro de certos limites, serd possivel vislumbrar
como a selecdo natural garantiu ndo apenas a estabilidade de uma particular estrutura nativa,
mas também sua acessibilidade [29]. Pois, aqui foi mostrado que a combinagdo do cddigo
estereoquimico proposto, com o modo de incluir as flutuagdes térmicas locais no sistema
cadeia protéica-solvente em simulacdes Monte Carlo, € capaz de reproduzir aspectos

relevantes do processo de folding de proteinas.
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APENDICES

APENDICE A - O desenvolvimento do modelo estereoquimico

Segue uma lista em ordem cronoldgica com o nome das pessoas que contribuiram para a

constru¢do e avancos do modelo estereoquimico:

)

iif)

iv)

— Lucila M. dos Reis. Dissertagao de Mestrado: “Folding de Proteinas: Simulacao
Monte Carlo de um modelo em rede com potencial randdomico”. Mestrado em
Fisica Aplicada a Medicina e Biologia — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto — USP (1995). O principal resultado desse trabalho é a
elaborag@o do catdlogo com as estruturas maximamente compactadas em um cubo
3x3x3.

— Luiz Faustino de Oliveira Rocha. Dissertacdo de Mestrado: “Estabilidade das
Conformacdes de Macromoléculas”. Mestrado em Fisica Aplicada a Medicina e
Biologia — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP
(1996). Nessa dissertacdo foi mostrado que o efeito hidrofébico é capaz de
compactar a cadeia eficientemente e conferir maleabilidade ao glébulo protéico
[84].

— Roosevelt Alves da Silva. Dissertacdo de Mestrado: “Forca Entréopica e Folding
de Macromoléculas”. Mestrado em Fisica Aplicada a Medicina e Biologia —
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP (1997). Nessa
dissertacdo o principal resultado foi mostrar que, um alfabeto de trés letras ¢é
insuficiente para empacotar e garantir a estabilidade do glébulo protéico de modo
satisfatorio. As principais implicagdes dessa dissertagdo serviram como ponto de
partida para uma tese de doutorado realizada pelo mesmo aluno.

— Roosevelt Alves da Silva. Tese de Doutorado: “Folding de proteinas: o papel das
interagdes hidrofobicas e estéricas”. Doutorado em Fisica Aplicada a Medicina e
Biologia — USP (2002). Nessa tese se encontra a génese do alfabeto
estereoquimico com 10 letras fundamentado no efeito hidrofébico e nas
especificidades estéricas dos aminodcidos. Uma sintaxe para o design da seqii€éncia
de amino4cidos, dado um alvo (folding inverso) também estd presente nessa tese.
Com isso um aspecto muito importante relacionado com o problema do folding foi
satisfeito, que € o compromisso entre a estrutura alvo e a seqii€ncia, e que,

adicionalmente o alfabeto independe do alvo escolhido. Aspectos cinéticos, como



v)

vi)

vii)

viii)
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o tempo caracteristico de enovelamento 1, também foram investigados nessa tese
[61].

— Maria Euldlia Pinto Tarragé. Tese de doutorado: “Folding de macromoléculas:
ordem de contato e estrutura geométrica da configuracdo nativa”. Doutorado em
Fisica Aplicada a Medicina e Biologia — USP (2003). Nessa tese o papel da
topologia da estrutura nativa no contexto do modelo estereoquimico comecou a ser
investigado. Simulagdes computacionais relacionadas com a termodindmica do
processo, a atividade configuracional e a freqiiéncia de visitacdo da nativa foram
realizadas. Essas simulacdes permitiram concluir que o papel dos vinculos
estereoquimicos € o de selecionar caminhos preferenciais para o processo de
folding. Além disso, nessa tese foi possivel propor que o processo de folding pode
ocorrer em duas etapas desacopladas que se sucedem no tempo: (i) a etapa de
busca, e, (ii) a consecug¢do das condicdes de estabilidade global [64].

— Inés Regina Silva. Tese de Doutorado: “Enovelamento protéico: fatores
topoldgicos”. Doutorado em Fisica Aplicada a Medicina e a Biologia — Faculdade
de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP (2005). Aqui o papel da
ordem de contato (OC) em descrever a topologia da estrutura nativa como um todo
foi questionado. Foi proposto um meio de avaliar o conceito de cooperatividade:
quando a estrutura nativa € rica em combinacdes de padrdes estruturais de facil
acesso cinético, o processo de enovelamento é extremamente rdpido, pois 0s
contatos locais sdo naturalmente estimulados pelas flutuacdes térmicas do sistema
cadeia-solvente [70, 71].

Luiz Faustino de Oliveira Rocha, Tese de Doutorado: “Mecanismo de folding de
macromoléculas: estudo sobre o papel das especificidades topoldgicas e quimicas
das interacdes intramoleculares em cadeias poliméricas lineares”. Doutorado em
Fisica Ibilce — Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho (2005). O
resultado central deste trabalho € a demonstracido de que, quando ndo ha flutuacdo
na densidade do solvente as interagdes do sistema cadeia-solvente podem ser bem
representadas pelas interagdes de pares intra-cadeia [73].

No sétimo Capitulo do livro [67] pode ser encontrado um resumo de tudo o que foi
realizado nas dissertacoes e teses indicadas nos itens anteriores.

Quanto a presente tese suas principais propostas de contribui¢des para o modelo
estereoquimico sdo: (i) a alteracao do critério de Metropolis, a fim de que a cadeia

seja sensivel as flutuacdes térmicas locais sem mudar a temperatura macroscopica
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do banho térmico, o que € vidvel com o uso do peso estatistico de Tsallis, (ii)
propor um modo de avaliar a cooperatividade das estruturas nativas através do
parametro €2, que em primeira aproximagao nos informa a probabilidade de
formacgao de um par de contatos nativo, e, assim investigar o papel da topologia da
nativa versus log(1/1), e, (iii) testar se as premissas propostas nos trabalhos
anteriores sdo satisfatérias para descrever o processo de folding, que quanto a
primeira etapa do processo de folding, isto foi realizado mediante milhares de

simulacdes Monte Carlo.
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APENDICE B — Mecénica Estatistica Ndo Extensiva

Originalmente a agora chamada Mecanica Estatistica Nao Extensiva foi proposta por
Constantino Tsallis em 1988 [83]. Em quase duas décadas e meia essa proposta chamou, e,
tém chamado a atenc¢do de pesquisadores pertencentes as mais diversas dreas cientificas. Uma
bibliografia regularmente atualizada sobre os fundamentos e aplicacdes dessa proposta pode
ser encontrada em [97]. A Mecénica Estatistica Ndao Extensiva € destinada a ser uma
generalizacdo da Mecanica Estatistica de Boltzmann-Gibbs, e ela parece ser conveniente para

lidar com sistemas dinamicos ndo lineares, que exibem caos fraco [87].

Artigos de revisao e Capitulos de livro sobre a Mecanica Estatistica Nao Extensiva
podem ser encontrados em [86, 87, 98—102]. Recentemente foi publicado um livro dedicado
ao assunto escrito pelo proprio autor da proposta [86]. No livro sdo encontrados tépicos como
o pano de fundo histérico, e as motivacdes fisicas para generalizar a forma entrépica de
Boltzmann-Gibbs (BG); por conseguinte a Mecanica Estatistica de BG também é objeto de
andlise. Em seguida, no livro, é apresentada uma investigacdo para as solucdes de trés
equacgdes diferenciais ordindrias progressivamente mais complicadas, onde a tentativa de
encontrar uma solucdo generalizada para os casos analisados leva a obteng¢do da g¢-
exponencial, que é obtida quando a linearidade € violada, sendo a solu¢do da equacdo

dyldx=y? (y(0)=1; g€ R ). Os Capitulos seguintes sdo destinados a fundamentagdo da

teoria, bem como aos casos em que ela tem sido aplicada. Quanto aos exemplos de aplicacdes
da Mecanica Estatistica Nao Extensiva, um exemplo marcante é a generalizacdo da lei de
Arrhenius feita por Anteneodo e colaboradores [103], outro € a associacdo dela com processos
difusivos andmalos como indicado por Klafter e Sokolov [104]. Ainda com relagcdo as
implicagdes da forma entrdpica proposta por Tsallis, temos a generalizacdo do teorema do

virial e de eqiiiparti¢do da energia feita por Plastino, Plastino e colaboradores [105, 106].

Com relagdo a g-exponencial, ela apresenta como sua fun¢do inversa o g-logaritmo

— 1- Z L, .
In, (x)=(x""=1)/(1-¢q), o qual € usado para escrever a forma entrépica

w
1->"pf
S, =k—=—,  geR. (B-I)
qg—1
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Caso seja assumida a existéncia de um sistema composto por dois subsistemas independentes

A e B. As probabilidades do sistema composto ficam dadas  por

p Y =plipl (=12, W, =12, Wy W, . =W, W,). Dai, se k=1 é verificado que

S,(A+B)=S,(A)+S,(B)+(1-¢)S,(A)S,(B) (B-T0)

O terceiro termo na equacdo (B-II) sugere que a forma entrépica de Tsallis € ndo aditiva, e
que pode haver algum tipo de conex@o entre os subsistemas A e B. H4 sistemas para os quais
g>1, e, portanto a entropia do sistema composto € menor do que a soma das entropias dos
subsistemas isolados, este caso corresponde a sub-extensividade. Por outro lado hé sistemas
nos quais ¢g<lI, situacdo esta chamada de super-extensividade, pois a entropia do sistema
composto ¢ maior do que a dos subsistemas quando isolados. Na presente tese, dada a
argumentacao proposta por Beck [80], e recentemente discutida em [96] o nosso foco foi
direcionado para valores de ¢g>1. Quanto ao nome da proposta de Beck-Cohen (a Super
Estatistica), ele fica por conta de que para alguns sistemas indicados em [80, 96], e nas
referéncias contidas neles, ocorre a superposicdo de duas (ou mais) estatisticas. Pense em
situagdes nas quais é possivel que o sistema assuma diferentes valores para o indice entrépico
g, como € o caso dos resultados das simula¢des mostradas nesta tese. Ou ainda em uma forma

abstrata como proposto por Tsekouras e Tsallis em [107].

Quando o sistema em estudo € dito isolado a situagdo fisica é descrita no contexto do
ensamble microcandnico, no qual o dnico vinculo existente é aquele sobre as probabilidades,

sendo dado por
Y p=1. (B-III)

Desde que a probabilidade seja ndo nula, cada uma delas € igual a 1/W. Por outro lado, se o
ensemble candnico é adotado, € necessdrio incluir um vinculo apropriado para a energia. Ha
trés propostas para o segundo vinculo, a original feita por Tsallis [83], a segunda feita por
Curado e Tsallis [108], e a terceira feita por Tsallis, Mendes e Plastino [109]. Com a
finalidade de obtenc¢do direta da g-distribuicdo, aqui foi adotada a segunda proposta [108], a
qual utiliza a técnica dos multiplicadores de Lagrange, como € feito na Mecanica Estatistica

usual (BG), isto € mostrado a seguir.

Se a forma entrépica S, € dada pela expressdao (B-I), deseja-se obter uma expressao

para a distribui¢do P, quando os seguintes vinculos sdo assumidos



72

Y p =1, U, = Ep. (B-IV)
i=1 i=1

De acordo com os vinculos (B-IV), sdo acrescentados dois zeros na forma entrépica

Sy, portanto

1- Zui p! 14 w
Rq(pi) = TIT + 21(1 - Zizl Di )+ ﬂz(Uq - Zizl Eipiq ) (B-V)
Se a variacdo de R, € feita em relagﬁo a uma configuracdo p; qualquer

R, (p) qp,
P, q-

ot A+qhLEpiT =0, (B-VI)

ap?™ + A (q—1)+qA4(q-DE p?" =0,

p, =C,l1-(1-g)LE]""". (B-VII)

Do vinculo de normalizagdo das probabilidades, e por inspe¢do 4, — S, = LT , segue

=W 1 i (B-VIII)
> [-(1-9)BE]
Dai,
P = Zi[l — (- BE ], (B-IX)

q
onde Z, € a funcdo de particdo generalizada, e P; € a distribui¢do g-exponencial no contexto do

ensamble candnico. Por completeza as expressdes para a energia interna média e a energia

livre generalizada (F, = U, — TS,) também sao dadas

Z(l—q) -1 Z(l—q) -1
qu—i ——, qu—i —— (B-X)
Ip\ 1l-q B\ 1-q

Um comentdrio final deve ser feito. Quando A, é identificado com fy, isto significa,
como foi utilizado em nossas simulagcdes MC, que a temperatura do reservatdrio térmico €
sempre mantida constante. Por outro lado, quando o valor para o indice entrépico g ¢
considerado fixo ou deixado variar , isso permite realizar um conjunto de simula¢des, como
aquelas descritas nos Capitulos 3 e 4, onde a temperatura flutua localmente. Para testar essa
interpretacdo, o indice entrépico g pode ser deixado variar ao longo de cada uma das

simulacdes, isto é feito em funcdo do raio de giracdo da cadeia, configuracdo apds
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configuracdo. Dai, a freqiiéncia de visitagdo dos valores de g € registrada, e calcula-se um

valor <q>, que depois € comparado com o valor fixo do indice entrépico g que fornece o

menor tempo caracteristico para o mesmo alvo, dada uma temperatura fixa 7 do reservatorio.
Com isso é mostrado que os valores de ¢, tanto como parametro quanto varidvel dindmica, sdo
muito proximos quando o menor tempo caracteristico de folding (tmin) € adotado como
parametro analitico para analisar o efeito do peso de Tsallis na classe de sistemas

heterogéneos abordada.
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APENDICE C - O tempo médio e o tempo caracteristico de folding

Em Resultados e Discussdes (Capitulo 4), a taxa de folding

dN(1)
dt

T() = ‘ (C-D

foi discutida. Na expressao (C-I), tem-se que N(t):Noe'i’, e, que A=1/t, onde Ny é o nimero
total de proteinas no estado desnaturado no instante /=0. No Capitulo 4, quando o indice

entrépico g € considerado uma varidvel dindmica, foi mostrado que os valores do tempo

médio de folding <t> , €, T podem ser bem préximos. Como o tempo caracteristico de folding é

obtido do ajuste de uma ou mais fungdes exponenciais sobre os dados do histograma, para um

determinado conjunto de tempos de primeira passagem, aqui sdo mostradas as deducdes de

dois casos em que T e <t> assumem valores proximos. O primeiro deles quando T é obtido com

o ajuste de uma tnica exponencial, e depois com duas exponenciais.

Para o ajuste com uma dnica exponencial, da expressao (C-I) segue que
T(t)= AN, ™. (C-II)
Se <t> ¢ adotado como

(1) = Ni [ Ty (C-11D)

Entdo segue que

s -0 (= _
<t>=l_([te "dtz/l(ﬁj'o e l’dtj
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Aqui a diferenciagdo sob o sinal da integral foi utilizada [110]. Quando o tempo caracteristico
¢ obtido com o ajuste de duas funcdes exponenciais o tempo médio fica
1

(t)= E(I:&Nle‘l"dt + J':ﬂzNze‘AZ’dt)

o}l )

1
(ty=—(N,7, + N,7,)
NO
Os graficos com as verificacdes dos dois casos para estruturas alvos distintas sao dados no

Apéndice D seguinte.
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APENDICE D - Algumas estruturas alvo, seus mapas de contato e curvas cinéticas

Aqui sdo apresentadas as representagdes de cinco alvos distintos em suas formas 3D,
juntamente com seus mapas de contato. Para cada alvo a curva cinética obtida de um conjunto
de simulagdes com 7=1 e g=1.1 fixos, e, T=1 com ¢ variando ao longo das simulagdes

também € dada. A primeira das estruturas é o alvo 00866.

A B

ID 00866 ID = 00866

1D 00866 - 7=1.00, g=1.10
1=24.11 pmc, <t>= 65.98 pmc

1000 4 ID 00866 - T=1.00, g variavel

1=28.52 pmc, <t>=31.58 pmc
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Figura D-1: No canto superior esquerdo (A) se encontra a representacdo tridimensional da estrutura
866, a sua direita em B, estd o seu mapa de contato. No plano inferior, em C é dada a curva cinética
para um conjunto de seiscentas simulagdes MC com 7=1 e g=1.1, perceba que o ajuste sobre os dados
do histograma foi obtido usando duas exponenciais. Entretanto, no canto inferior direito (D) quando g é
deixado variar ao longo da simulacdo em funcao do raio de giragdo da molécula o ajuste sobre os dados
do histograma ¢ feito com uma tinica exponencial, entdo T e <t>assumem valores bem préximos.
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A estrutura 866 tem sido adotada com um dos principais protétipos tanto na construcao do
modelo estereoquimico, quanto na checagem das simulacdes MC para as duas etapas do
processo de folding: (i) a busca pela estrutura nativa; e (ii) a estabilidade da nativa [61,64]. A
principal motivacdo para adotar aquele alvo fica por conta da proximidade ao longo da cadeia
entre os residuos que realizam os contatos nativos. O valor 6timo do indice entrépico g que
minimiza t para o alvo 866 (¢ = 1.10) € usado como referéncia para as outras quatro estruturas

apresentadas aqui. Segue o alvo 1128.

A B

ID 01128 1 25
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e
=

160 4
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Figura D-2: No canto superior esquerdo (A) se encontra a representacdo tridimensional da estrutura 1128,
a sua direita em B, estd o seu mapa de contato. No plano inferior, em C é dada a curva cinética para um
conjunto de cento e cinqiienta simulacdes MC com 7=1 e g=1.1, perceba que o ajuste sobre os dados do
histograma foi obtido usando duas exponenciais. Entretanto, no canto inferior direito (D) quando g é
deixado variar ao longo da simulag@o, da mesma forma como apresentado para o alvo 866 o ajuste sobre
os dados do histograma é feito com uma tunica exponencial, entdo T e <t> assumem valores bem
proximos.



Segue o alvo 36335.

1D = 36335
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Figura D-3: No canto superior esquerdo (A) se encontra a representacdo tridimensional da estrutura
36335, a sua direita em B, estd o seu mapa de contato. No plano inferior, em C é dada a curva cinética
para um conjunto de cento e cinqiienta simulacdes MC com T=1 e g=1.1, perceba que o ajuste sobre os
dados do histograma foi obtido usando duas exponenciais. Entretanto, no canto inferior direito (D)
quando g € deixado variar ao longo da simulagdo, e, outra vez como apresentado nos dois alvos
anteriores o ajuste sobre os dados do histograma € feito com uma tnica exponencial, entio t e <t>
assumem valores bem préximos.



Seguem agora duas estruturas mais complicadas, os alvos 51201 e 51476.
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Figura D-4: No canto superior esquerdo (A) se encontra a representacdo tridimensional da estrutura
51201, a sua direita em B, estd o seu mapa de contato. No plano inferior, em C é dada a curva cinética
para um conjunto de cento e cinqiienta simula¢cdes MC com 7=1 e g=1.1, perceba que o ajuste sobre os
dados do histograma foi obtido usando uma unica exponencial. Contudo, no canto inferior direito (D)
quando g € deixado variar ao longo da simulacdo o ajuste sobre os dados do histograma ¢ feito com uma
Unica exponencial, e novamente T e <t>assumem valores bem préximos.
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Figura D-5: No canto superior esquerdo (A) se encontra a representagdo tridimensional da estrutura
51476, a sua direita em B, estd o seu mapa de contato. No plano inferior, em C é dada a curva cinética
para um conjunto de cento e cinqiienta simulagdes MC com T=1 e g=1.1, perceba que o ajuste sobre os
dados do histograma foi obtido usando uma tinica exponencial. Contudo, no canto inferior direito (D)
quando g € deixado variar ao longo da simulacdo, desta vez o ajuste sobre os dados do histograma é feito
com duas exponenciais, e apesar da complexidade do alvo, novamente Tt e <t> assumem valores bem

proximos.
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