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Resumo

A maneira na qual uma proteina se enovela a partir de uma espiral aleatéria para
um estado nativo wnico, em um intervalo de tempo relativamente curto, é um dos
problemas fundamentais da biofisica molecular. E bem aceito que esta estrutura
tridimensional tnica, caracteristica de cada proteina e de sua sequencia de amino
acidos, determina as funcoes da proteina. Nesta Tese, duas abordagens distintas
serdao empregadas para estudar aspectos gerais deste problema: 1) uma modela-
gem estocastica da cadeia principal e de formacao de estruturas secundarias, para
explorar os aspectos espaciais do estado nativo; 2) uma modelagem de dinamica mo-
lecular, para analisar e caracterizar estatisticamente a evolucao temporal da energia
conformacional, durante o processo de enovelamento.

Na primeira abordagem, o modelo proposto gera uma cadeia principal com
uma fracao de estruturas secundarias através de um caminhante aleatorio angular
no espaco tridimensional, cuja trajetéria, com passo de tamanho fixo e os angulos
diedrais (® e ¥) das ligagoes peptidicas escolhidos por duas distribuigoes de proba-
bilidades gaussianas, cujas médias estao associadas com as estruturas secundarias e
a variancia 6% como um parametro ajustével do modelo. Este modelo permite con-
struir uma grande variedade de cadeias distintas, desde aquelas totalmente aleatérias
as condizentes com dados experimentais. Algumas propriedades geométricas de
proteinas globulares compostas por uma fragao f de hélices-a e/ou fitas-3 sao par-
ticularmente estudadas. O comportamento de escala obtido para o raio de giracao
(R,) em fungdo do tamanho da cadeia (IV); o grau de compactacao (7); a distri-

buigao do nimero de coordenagao (z.) de carbonos C,, na estrutura e a energia total
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envolvida, nestes contatos, foram explorados e comparados com dados extraidos
de centenas de proteinas depositadas do wwPDB (worldwide Protein Data Bank).
Os resultados encontrados mostram que, para a fracao média f ~ 0.6 de estrutu-
ras secundarias (hélice-a e/ou fita-3), as cadeias geradas com distribui¢oes de desvio
padrao finito e proximo de  ~ 0.157 sao mais compactas do que aquelas construidas
com outros pares de angulos diedrais. Independente dos detalhes dos mecanismos
fisico-quimicos subjacentes, a construcao de cadeias principais de proteinas com
método geral proposto nesta Tese sugere que tais estruturas sao governadas por
distribuicoes de probabilidades estreitas e a estocasticidade desempenha um papel

fundamental na sua compactacao.

Na segunda abordagem, investigamos as propriedades multifractais de séries
temporais da energia conformacional de pequenas estruturas em hélice-«, especifi-
camente de uma familia das polialaninas. Através do método de andlise multifractal
de flutuagoes destendenciadas (MF-DFA, do inglés multifractal detrended fluctua-
tion analysis), estimamos o expoente de Hurst generalizado h(q) e os associados
expoentes de escala multifractal 7(¢), para diversas séries, geradas numericamente
por simulacoes de dinamica molecular de sistemas em diferentes conformacoes in-
iciais. As simulagoes foram realizadas utilizando-se o campo de forca GROMOS
implementado no programa THOR. Os resultados mostram que todas as séries ana-
lisadas exibem um comportamento multifractal que depende do nimero de residuos
e da temperatura do sistema. Além disso, as propriedades multifractais das séries
revelam aspectos importantes sobre a evolugao temporal do sistema e sugerem que
o processo de nucleagao de estruturas secundarias, durante as visitas da proteina a
sua hiper-superficie de energia potencial conformacional, sao essenciais no processo

de enovelamento.
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Abstract

The manner in which a protein folds from a random coil into a unique na-
tive state in a relatively short time is one of the fundamental puzzles of molecular
biophysics. It is well accepted that a unique native three-dimensional structure,
characteristic of each protein and determined by the sequence of its amino-acids,
dictates protein functions. In this Thesis two distinct approaches are considered to
study general aspects of such problem: 1) a stochastic modeling of the backbone
chain of the protein secondary structures to explore the general spacial aspects of
the native state; 2) an analysis of the time evolution of the protein conformatio-
nal potential energy calculated during the folding process mimicked by methods of
molecular dynamics.

In the first approach the proposed model generates a general backbone chain
with a fixed fraction f of secondary like structures by means of a three-dimensional
off-lattice random walk with fixed steps and the ® and ¥ dihedral angles within
the peptide bonds chosen by Gaussian probability distributions. Such probability
distributions have their mean value corresponding to the angles associated with
the chosen secondary structures and the variance §% left as a free parameter to
be determined. This model allows the construction of a great variety of backbone
chains running from full random structures up to the biological ones observed in
proteins. Some geometrical properties of globular structures, composed by a fraction
f of a-helix and/or (-strands, were particulary studied. The scaling behavior of
the ratio of gyration (R,) with the chain size (NV); the degree of compactness (7);

the distribution of coordination number (z.) of the Carbon C, atoms and energy
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involved on such contacts were explored and compared with data of hundreds of
proteins extracted from the wwPDB (worldwide Protein Data Bank). The results
indicate that simulated structures are more compact when a fraction of f ~ 0.6 of
secondary portions (a-helices and/or (-strands) are present than those built with
other sets of dihedral angles, whenever the standard deviation of the probability
distributions are finite and close to d ~ 0.157. Independent of the details of all
underlying physical chemistry mechanisms, building protein backbones with the
method proposed in the present Thesis suggests that these structures are driven by
narrow distributions leading to the conclusion that stochasticity has a fundamental

role on the its compactness.

The second approach investigate the multifractal properties of the time-series
of the conformational energy of small a-helix structures, in particular that of poly-
alanine family. Using the multifractal detrended fluctuation analysis method (MF-
DFA) the generalized Hurst exponent h(gq) and its associated multifractal scaling
exponent 7(q) were estimated for several time-series numerically generated by mole-
cular dynamic simulations considering distinct initial configurations. Such simulati-
ons were done using the force field GROMOS implemented by the software THOR.
In general, the analyzed time series exhibit a multifractal behavior, which depends
on the number of residues N and the temperature T' of the system. Furthermore,
whenever represented by the h(q) or 7(q) spectra, the time-series multifractal pro-
perties reveal important aspects of the time evolution of the system. In particular,
suggesting that the nucleation process of secondary structures, which should occurs
during the walk of the protein on the corresponding portion of the conformational

potential energy hyper-surface landscape, is essential for the folding process.

Keywords: Protein Folding, Random-Walks, Time Series, Multifractals.
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Capitulo 1

Introducao

“Nao devemos nos sentir desencorajados pela dificuldade de interpretar a vida a

partir das leis comuns da fisica.”

Erwin Schrodinger - O que é vida ?

Mais notadamente nas duas ultimas décadas, a fisica, a mais “natural” de
todas as ciéncias e a de menor contato com o ptublico leigo em geral, tem participado
de um processo de interagao com as demais areas do conhecimento. Tal processo de
intercambio que vai das ciéncias sociais aplicadas como a economia [1] até as ciéncias
biolégicas [2], passando pela imunologia [3, 4], pela psicofisica [5], pela sociologia
[6], pela linguistica [7] e pelo urbanismo [8], entre outras; tem permitido avangos
nao so na descricao e previsao dos fenomenos destas areas, como também tem aju-
dado no desenvolvimento de uma série de ferramentas tedricas e experimentais que
possiblitam o desbravamento de novos e velhos problemas fisicos.

Com métodos comprovadamente eficazes desde os limites do mundo mi-

croscépico, como as dimensoes dos motores moleculares [9] ao mundo regido pelas

2



escalas astronomicas [10], as contribuigdes da fisica mostram-se perceptiveis e robu-
stas todas as vezes em que se faz necessario abordarmos os elementos constituintes de
um sistema e suas interagoes, através de uma linguagem matematica que possa for-
necer informacoes nao sé qualitativas como quantitativas acerca do comportamento

macroscopico do sistema.

Neste contexto as colaboracoes ocorridas entre a biologia e a fisica tem sido
um dos exemplos mais proficuos e embleméticos. Contribuicoes historicamente im-
pactantes da fisica a biologia remontam as suas proprias origens com as discussoes
de Galileu a respeito da altura caracteristica dos seres humanos [11], passa pe-
las observagoes de Newton acerca da visao [12], chegando as sugestdes de Erwin

Schrodinger que abririam o caminho para a biologia molecular [13].

Do século XVI até os dias atuais [2] ambos os campos desenvolveram-se ge-
rando uma grata interagao que tem reunido, matematicos, epidemiologistas, fisicos,
virologistas, cientistas da computacgao, quimicos, neurologistas, tedricos evolucionarios,
dentre outras tantas areas; todos em ultima andlise movidos por perguntas funda-
mentais a cerca da vida como: Qual a sua origem? De que forma ela evoluiu até as
formas que conhecemos hoje? Quais as possibilidades de sua existéncia sob outras
condicoes distintas das observadas na Terra? De que maneira e em que nivel da-se
o processamento de sinais neurolégicos? Nesta tese abordaremos um dos aspectos
centrais de um dos constituintes bésicos de todas as formas de vida conhecida: as

proteinas.

Diversas justificativas podem ser dadas na motivagao de tal estudo. A pri-
meira trata-se fundamentalmente do impacto que a determinacao das estruturas
protéicas tem para a industria farmacéutica, uma vez que a a¢ao dos chamados me-

dicamentos inteligentes estd reladionada a ancoragem dos agentes medicamentosos
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4 Introducao

as proteinas, como no caso dos inibidores de protease do HIV utilizados na terapia
de tratamento para a AIDS. A segunda é que se credita a ocorréncia de diversas
doengas [14, 15] como anemias falciformes, fibroses, catarata, mal de Alzheimer e
de Parkinson, bem como disttirbios como o da encefalopatia espongiforme (“mal da
vaca louca”), a mé-formagao das proteinas (“miss-folding”), o que impediria sua
correta fun¢ao no organismo [16]. Desta forma a elucidagao de tais doengas passa
por uma profunda compreenssao do que ocorre estruturalmente com as proteinas

em questao.

Além disso as analogias entre o problema biolégico e seu mapeamento em
problemas de cunho fisico, bem como a utilizagao de ferramentas fisicas tornam o
assunto por si s6 interessante. E importante lembrar que nas duas ultimas décadas
a fisica, e em particular a denominada fisica da matéria condensada, responsavel
pelo estudo das propriedades estruturais e de transporte em sistemas fisicos ma-
croscopicos, tem dado grandes contribuicoes na caracterizacao dos chamados sis-
temas macios [17]. Exemplos de sistemas desse tipo sdo: os cristais liquidos; os
polimeros; os coldides; e as emulsoes, que embora descritos por interagoes distintas,
sao caracterizados por uma intensa resposta quando estimulados por campos exter-
nos. Da mesma forma, as proteinas como heteropolimeros flexiveis, sao candidatas

potenciais a serem investigadas pelos métodos fisicos.

A primeira identificagao das proteinas, como unidade fundamental biolégica,
¢ creditada ao quimico Jons Jacob Berzelius (1779-1848) (ver Figura 1). Quando
nos seus estudos acerca da alimentacao constatou que um éxido organico parecia
ser bésico para a nutricao animal, dai o nome originario do grego mpwTeLof que
significaria primevo, primitivo. Posteriormente, no inicio do século XX, o quimico

alemao Emil Fischer (1825-1919) descobriu que as proteinas eram formadas por
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cadeias peptidicas, compostas por aminoacidos. Desde entao, muitos passaram a
atribuir ao sucesso da vida no planeta Terra, o trabalho conjunto de dois grupos
de macromoléculas: o ADN (4cido dessoxiribonucléico) e as proteinas. O primeiro
responsavel pelas instrugoes de construgao e operacao das estruturas e o segundo
responsavel pela construcao per se [18], estabelecendo-se assim um esquema de “soft-

ware” (programa) e “hardware” (maquina).

Figura 1.1: Jons Jacob Berzelius propositor da existéncia das proteinas - 1838.

Em dltima andlise seriam as proteinas as unidades responsaveis pelas prin-
cipais atividades enzimaticas, como no caso da lactase responsavel pela digestao da
lactose; pelo transporte e armazenamento de substancias, como no caso da hemoglo-
bina; pela regulagao e controle do sistema imunolégico, tarefa dos anticorpos; pela
contracao dos musculos, acoes da actina e miosina; pela transmissao dos impulsos
nervosos no interior das células, como por exemplo, a rodopsina receptora dos bas-
tonetes na retina; bem como no carater estrutural dos organismos nos ligamentos e
tendoes constituidos por colageno e queratina.

Para realizar adequadamente essas diferentes tarefas, acima citadas, as proteinas
adotam uma uinica e bem definida configuracao tridimensional, ditada por uma dada

sequéncia de aminodciodos, que recebe a denominacao de estado enovelado ou nativo
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6 Introducao

[19]. A determinacao e classificacao dessas estruturas tém sido um dos grandes de-
safios aos pesquisadores da area, pois exigem a utilizacao de técnicas experimentais
de boa resolucao. Duas técnicas téem dado grandes contribuicoes neste sentido:a cris-
talografia de raios-X ou e a Ressonancia Magnética Nuclear(RMN)[19]. Aplicagoes
dessas técnicas tem possibilitado o aumento no nuimero de proteinas catalogadas
no WWPDB! (do inglés Worldwide Protein Data Banking). De fato esse ntimero
cresceu de 250 em 1988, para mais de 37392 na atualidade?, gracas sobretudo as
contribuigoes oriundas de centros de pesquisa e universidades espalhadas em todo o
mundo®. No entanto, hoje, um paradigma se apresenta em relacido as pesquisas na
area de biologia molecular, que pode ser resumidamente exposto da seguinte forma:
como dar um passo além?, ou seja, como nao apenas catalogar, mas, acima de tudo,

prever a estrutura das proteinas e construi-las para um propdésito especifico?

Nesta Tese, apresentaremos duas abordagens para discutir a importante
questao do enovelamento das proteinas. Na primeira, proporemos uma metodologia
para construcao de cadeias proteicas com um controlado processo de formacao de
estruturas secundérias. Na segunda, combinaremos recursos da dinamica molecular
e da analise estatistica multifractal, para analisarmos propriedades estatisticas asso-
ciadas as flutuagoes, presentes em séries temporais de energia potencial de proteinas.
A Tese estd organizda da seguinte maneira: No Capitulo 2, descreveremos as prin-
cipais caracteristicas dos sistemas protéicos, procurando relaciona-las ao problema
do enovelamento protéico [20] e discutiremos os principais modelos propostos para
abordagem desse problema. No Capitulo 3, apresentamos uma abordagem espa-

cial simples, para a construcao de polimeros que possuem varias das caracteristicas

Thttp://www.wwpdb.org
227 de Junho de 2006
3Research Collaboratory for Strutctural Bioinformatics - http://www.rcsb.org
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estruturais de proteinas reais. Diversas grandezas, tais como: o raio de giragao,
o numero de contatos e a energia de interacao entre os mesmos, serao obtidas e
analisadas [21, 22]. No Capitulo 4, estudamos uma proposta para a caracterizagao
multifractal das séries temporais, da energia conformacional de proteinas, obtidas
por meio da dindmica molecular de sistemas protéicos [23]. No Capitulo 5, apresen-
tamos nossas conclusoes gerais e perspectivas. No Apéndice A, derivamos resultados
analiticos associados ao expoente de escala v do modelo de Flory e no Apéndice B,
apresentamos o sistema de coordenadas utilizado no modelo do caminhante Gaus-

siano.
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Capitulo 2

Caracteristicas (Gerais dos

Sistemas Protéicos

114

. comecar pelo principio, como se esse principio fosse a ponta sempre invisivel
de um fio mal enrolado que bastasse puzar e ir purando até chegarmos a outra
ponta, a do fim, e como se, entre a primeira e a sequnda, tivéssemos tido nas maos
uma linha lisa e continua em que nao havia sido preciso desfazer nos nem
desenredar estrangulamentos, coisa impossivel de acontecer na vida dos novelos e,

se uma outra frase de efeito € permitida, nos novelos da vida.”

José Saramago - A caverna

2.1 Caracteristicas gerais dos sistemas protéicos

A despeito de toda variedade de organismos vivos existentes, o processo da
vida tal como conhecemos na Terra e como procuramos encontrar em outros pontos

do Cosmo, baseia-se numa unidade quimica denominada aminoacido. Do ponto de



2.1 Caracteristicas gerais dos sistemas protéicos 9

vista funcional cada aminoacido é um elemento com caracteristicas proprias como:
massa, carga, tamanho e hidrofobicidade que determinam as diferentes e possiveis
estruturas denominadas proteinas. Essas “composicoes” de aminoacidos sao deter-
minantes na execucao de funcoes que provéem a manutencao da grande estrutura

que pode definir um organismo vivo.

Do ponto de vista quimico um aminoacido é uma molécula constituida por
um carbono central C,, conectado a um atomo de hidrogénio (H); um grupo amina
(N Hs); um grupo éacido carboxilico (COOH) e um radical organico R, como ilus-
trado na Figura 2.1. A principal propriedade que determina as caracteristicas estru-
turais dos aminodcidos e, portanto, das proteinas é a hidrofobicidade (apolaridade)
ou hidrofilicidade (polaridade) do radical organico R, que esta conectado ao carbono
central denominado carbono-C,, o qual mantém, por sua vez, duas ligagoes simp-
les: uma com o nitrogénio (N) do grupo amina e outra com o carbono C. do grupo
carboxilico. Um residuo é composto por um radical R e pelos atomos que fazem
parte da cadeia principal da proteina. Finalmente devemos ressaltar que embora
sejam conhecidos cerca de 100 aminoédcidos, apenas 20 destes sao geneticamente

codificados, sendo portanto encontrados em todos os seres vivos.

A sintese protéica ocorre quando um residuo conecta-se a outro por meio
de uma ligagao peptidica; tal ligacao consiste de um condensamento do grupo
carboxilico C. de um aminoéacido ao grupo amina N do aminoécido seguinte, libe-
rando assim uma molécula de dgua (HyO). A repeticao de tal processo por meio
de sucessivas ligacoes peptidicas cria uma estrutura denominada cadeia principal ou
“esqueleto” (“backbone”) da proteina. Na Figura 2.2 apresentamos os vinte tipos
de aminoécidos existentes, enquanto que na Tabela 2.1 listamos sua nomenclatura,

separados em trés grupos: o primeiro constituido por aminodcidos hidrofilicos (po-
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10 Caracteristicas Gerais dos Sistemas Protéicos

side chain

|
H O

aming group carboxyl group

Figura 2.1: Estrutura quimica dos aminoacidos.

lares), o segundo por grupos eletricamente carregados e o terceiro por aminodcidos
hidrofébicos (apolares)?.

Os aminodcidos formados pelos trés grupos, acima citados, sao moléculas
quirais, ou seja, podem existir em duas diferentes formas, denominadas levégira
(forma-L) e dextrégira (forma-D), em que uma é a imagem especular da outra. Na
natureza apenas as formas levégiras sao encontradas. Este fato é um dos grandes
enigmas? que ainda permeiam a quimica e que parece possuir conexao estreita com
a origem da vida em nosso planeta [18, 24]. Uma vez que o funcionamento dos
sistemas biologicos esta conectado com a especificidade estrutural das proteinas a

existéncia dos dois tipos L e D poderia acarretar em deficiéncias no organismo.

2.1.1 Ligacoes quimicas fundamentais

A principio todos os potenciais e, consequentemente, as forcas envolvidas

1O amino4cido Glicina (G=Gly), omitido na tabela 2.1 é constituido por apenas um tnico
atomo de hidrogénio e possui caracteristicas especiais de forma que muitas vezes é considerado um
quarto grupo.

2Do ponto de vista das forcas que unem as moléculas ndo hé distincdo entre uma forma ou
outra
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Figura 2.2: Relagao dos 20 aminoécidos codificados pelos organismos vivos.

na estabilizacao conformacional das proteinas sao de natureza eletrostéatica e en-

contram descricao quantica, de modo que o problema poderia, em principio, ser

solivel exatamente. No entanto, esse procedimento torna-se impraticavel do ponto

de vista quimico, uma vez que o numero de residuos constituintes de uma proteina

pode alcancar a ordem de centenas, neste contexto falamos de ligagoes quimicas

efetivas. Para entendermos melhor essa questao; inicialmente vamos estabelecer a
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12 Caracteristicas Gerais dos Sistemas Protéicos

Classificacao Nomenclatura
Hidrofilicos Serina (S=Ser), Cisteina (C=Cys),

Tirosina (Y=Tir), Asparagina (N=Asn)
Glutamina (Q=Gln), Triptofano (W=Trp)

e Teronina (T=Thr)

Hidrofébicos | Alanina (A=Ala), Valina (V=Val), Fenilalanina (F=Phe),
Prolina (P=Pro), Metionina (M=Met),
Isoleucina (I=lle) e Leucina (L=Leu)

Eletricamente
carregados Acido Aspartico (D=Asp), Acido Glutamico (E=Glu),
Lisina (K=Lis), Arginina (R=Arg) e Histidina (H=His)

Tabela 2.1: Classificacao e nomenclatura dos 20 aminodacidos, sintetizados pelos
organismos vivos, por hidrofobicidade, hidrofilicidade e carga elétrica.

escala de energia e as unidades utilizadas nesses sistemas. Frequente, trabalha com
unidades de kilocaloria por mol (kcal/mol)3. Uma boa maneira de termos uma
idéia da ordem de grandeza com estes valores é observarmos que o corpo humano a
uma temperatura de 310K (37C°) corresponderia a uma energia de 0,642kcal/mol
e que o banho térmico de uma sala a 298K (25C°) corresponderia a uma energia
de 0,617kcal /mol, esta equivaléncia pode ser feita por meio da expressao kg1 onde
kg é a constante de Boltzmann e T' é a temperatura absoluta do sistema. Esta-
belecido o padrao passaremos agora a examinar as forgas [25, 26] e os tipos de
ligacoes quimicas envolvidas, bem como seus valores tipicos. As ligacoes quimicas e

interacgoes associadas a estabilidade estrutural das proteinas sao:

e Ligacoes covalentes: Dentre as interagoes presentes na estabilizagao estrutu-

4

ral das proteinas as ligacoes covalentes sao as mais intensas®, com energias ab-

rangendo variagoes entre 50 - 250 kcal /mol. Estas ligacoes sao as responsaveis

3para converter em elétron-volts utilizar o fator 1eV = 23.06 kcal /mol
4para quebrar ligacoes dessa ordem por meio de radiacio necessitarfamos incidir ondas eletro-
magnéticas na faixa de ultra-violeta (~ 10'°Hz)
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2.1 Caracteristicas gerais dos sistemas protéicos 13

pela interagao entre residuos que nao se encontram proximos na sequéncia dos
aminoacidos, mas que se aproximam no estado enovelado, como no caso das
pontes dissulfidicas que sao formadas por dois atomos de enxofre presentes em
diferentes partes da estrutura tridimensional. Tipicamente originadas de dois
residuos de Cisteinas, as pontes dissulfidicas sao construidas a partir do pro-
cesso de oxidagao em que atomos de enxofre adjacentes “perdem” seus dtomos

de hidrogénio como descrito esquematicamente abaixo:

e Efeitos Eletrostaticos: Na Tabela 2.1 observamos que cinco dos vinte aminoacidos
geneticamente codificados possuem carga liquida. Estas cargas estao expostas
a acao de solventes, comumente a agua, e de momentos de dipolo de outras
moléculas, ou até mesmo de outros aminoacidos como, por exemplo, os hi-
drofilicos. Para se ter uma idéia dos valores tipicos desses momentos de dipolo
vale a pena observar que a molécula da dgua possui um momento de dipolo
de 1.85D5. Outra fonte de carga liquida na estrutura protéica provém do des-
balanceamento espacial de elétrons, nas ligacoes covalentes, este desequilibrio
tem sua origem nas diferentes eletronegatividades dos elementos que formam
os aminoacidos. Os dipolos peptidicos sao uma das grandes contribuicoes para
a estabilidade local de macromoléculas bioldgicas. As energias associadas a es-
tes efeitos eletrostaticos sao descritos pelo potencial Coulombiano:

_ Ly
Adme, — 145
1<)

: (2.2)

ele

5Um préton de carga —+e separado de um elétron de carga -e por uma distancia de 1A possui
momento de dipolo de aproximadamente 4.8 Debye.
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onde o somatoério inclui as contribuicoes entre pares de atomos ¢ e j, nas
posicoes 1;; representa suas distancias relativas, g;eq; suas respectivas cargas
e €, ¢ a constante dielétrica do meio. Esta constante pode ter valores muito
distintos dependendo do meio em que as cargas se encontrem. A dgua por
exemplo, principal solvente biologico, possui uma constante dielétrica préxima
a 80, enquanto que no interior de uma proteina esse valor cai para cerca de 4.
Tal variagao faz com que o potencial Coulombiano entre dois a&tomos separados
por uma distancia de 4A tenha um valor de 1kcal/mol na dgua e de 20kcal /mol
no interior de uma proteina. Em abordagens tipo dinamica molecular para
descrever o movimento de uma proteina [27], o valor da constante dielétrica
desempenha fator decisivo e deve ser minuciosamente modelada afim de evitar

divergéncias numéricas.

Ligacoes ponte de hidrogénio: Como pode ser observado na estrutura do
radical organico R, que determina os aminoacidos presentes na proteina, os
atomos de hidrogénio H encontram-se ligados por meio de ligagoes covalen-
tes a elementos fortemente eletronegativos como nitrogénio (N), oxigénio O e
enxofre S. Devido a relacao entre a eletronegatividade destes elementos e a ele-
tropositividade do hidrogénio H, se estabelece um desbalanceamento espacial
de carga que se traduz num momento de dipolo efetivo. A interacao entre este
momento de dipolo e um atomo parcialmente negativo em suas proximidades
é denominada ligacao de hidrogénio, ou ponte de hidrogénio. O alcance desta
interacao, ou seja, a distancia caracteristica entre um atomo doador e outro
aceitador de carga ¢ tipicamente da ordem de 3.5 A e sua intensidade é da

ordem de 1-7 kcal/mol.

e Interacoes de van der Waals: Sao exemplos tipicos de ligacoes quimicas
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2.1 Caracteristicas gerais dos sistemas protéicos 15

efetivas, compostas pela combinagao de duas interagoes: uma primeira repul-
siva de curto alcance e uma segunda atrativa de longo alcance. Do ponto de
vista fundamental a primeira interacao é de origem quantica, e resulta da re-
pulsao das nuvens eletronicas, devido ao Principio da Exclusao de Pauli e a
da forca eletrostaticas entre os ntcleos atomicos. A segunda interacao resulta
das flutuagoes quanticas do momento de dipolo dos atomos. Interacoes de van
der Waals tém um comprimento caracteristico ¢ da ordem de 1.2 A- 2.2 A e
um valor minimo de energia em torno da energia térmica, ou seja, da ordem

de décimos de kcal/mol e sao descritas por:,

v o CIQ(ij) CG(Z]) 2.3
vdw — 12 - 6 ) ( : )
— L T 5

1<7
onde 7;; representa a distancia entre os atomos i e j dentro da estrutura e o
somatorio leva em conta todos os pares de dtomos. Embora menos intensas
que as interagoes discutidas anteriormente, as interagoes tipo van der Waals
possuem um importante ingrediente de exclusao, que restringe o nimero de

7. Tal efeito pode se acentuar caso este-

configuragoes acessiveis as proteinas
jamos tratando de muitos contatos formados, o que ocorre quando superficies

moleculares complementares interagem, num mecanismo tipo chave-fechadura.

2.1.2 Formacgoes estruturais tipicas

Como discutido acima, as interacoes de van der Waals levam a uma restricao

no numero de possibilidades dos arranjos espaciais entre aminoacidos consecuti-

VOS.

Aliado a este fato devemos observar que as ligagoes peptidicas sao planares,

6Denominado raio de van der Waals.
"Este efeito de exclusdo possui o nome técnico de efeito estérico.
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de modo que rotacoes em torno dos grupos N-C, e C,-C,. de aminoacidos con-
secutivos, possuem valores especificos. Estas rotagoes sao descritas por meio dos
chamados angulos diedrais ou de tor¢ao associados com a rotagao do plano formado
por 4 dtomos (O,N,C,H), em relagao a diregdo da cadeia principal da proteina. O
angulo diedral que corresponde a rotagao em torno da ligagao N-C, é denominado
®, enquanto que o correspondente a ligacao C,-C,. é denominado ¥, conforme a
Figura 2.3. A distribuicao dos valores desses angulos, como exposta na Figura 2.4,
apresenta um carater universal, na medida em que todas as proteinas conhecidas
podem ser classificadas dentro de determinados grupos ou formas tipicas. Primeira-
mente estabelecida pelo biofisico indiano G. N. Ramachandran, a distribuicao dos
valors de ®eW¥, denominado mapa de Ramachandran 28, 29, 30] constitui-se hoje
numa das caracterizacoes quantitativas mais importantes no estudo conformacional

de proteinas.

Figura 2.3: Valores dos angulos de tor¢cao ® e W envolvidos nas ligacoes peptidicas.

Morfologicamente as proteinas podem ser classificadas como: globulares
(estruturas esféricas) e fibrosas (morfologia tipo bastao, formada por varias cadeias
proteicas). Nesta Tese trataremos basicamente de cadeias de proteinas globulares,

cujo numero de aminoacidos esta entre 50 e 500 residuos, o que corresponderia a uma
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Figura 2.4: Mapa de Ramachandran exibindo regices permitidas para os valores de
® e VU nas estruturas protéicas

escala de comprimento que varia entre 25A e 100A. As protefnas globulares podem
existir em quatro diferentes conformagoes: nativa (ordenada), “agregado globular”,
“pré-agregado globular” e desenovelada. Embora possamos observar uma distingao
morfoldgica entre globulares e fibrosas em ambos, podemos identificar “motivos” ou

niveis estruturais comuns a todas as proteinas:

1. Estrutura Primaria: corresponde a sequéncia de aminodacidos que defines
as proteinas. Proteinas podem ser comparadas com relacao as suas sequéncias
primarias, por uma técnica denominada de homologia, utlizada para deter-
minar quao similar uma estrutura protéica é de outra. Similaridades entre
polipeptideos podem existir gracas a permanéncia de estruturas selecionadas

pela evolucao bioldgica dos organismos.

2. Estrutura Secundaria: devido a interacao hidrofébica entre a agua, que
envolve a proteina, e grupos que a compoem, certos grupos de aminodacidos

agrupam-se de forma a criarem dominios os quais sao caracterizados por
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possuirem um ntcleo hidrofébico, uma superficie hidrofilica e curta dimensao
espacial®. Estes padroes regulares sao formados por ligacoes tipo ponte de
hidrogénio entre a cadeia principal e os grupos NH e C_.O; correspondendo a
valores especificos para o par de angulos ® e ¥ no mapa de Ramachandran.

Estes arranjos espaciais recebem nomes particulares:

e hélice-a: estruturas classicas da biologia molecular, sao elas as formas
preditas por Linus Pauling (em 1951) e, independentemente, pela dupla
James Watson e Francis Crick (em 1953) como sendo os padroes ener-
geticamente favordveis a existéncia do DNA [31]. As hélices-a foram
experimentalmente comprovadas, em 1958, por meio de técnicas de cris-
talografia de baixa resolucao para a mioglobina, por Max Perutz e, pos-
teriormente, com alta resolucao por John Kendrew em 1958. De acordo
com o mapa de Ramachandran, as hélices-a corresponderiam a regiao
localizada no terceiro quadrante (& = —60° e ¥ = —40°) da Figura 2.4.
Outros parametros que caracterizam as hélices sao: seu comprimento,
de aproximadamente 15 A, seu ntimero de residuos, em torno de 3.6
(residuos/passo) e o passo da hélice?, que é da ordem de 5.4 A. Como to-
dos os atomos de hidrogénio dentro da hélices-a estao alinhados na mesma
direcao, os momentos de dipolo formados em cada aminoacido somam-se,
de forma que toda a estrutura se comporta como um grande momento
de dipolo. Devido a hidrofobicidade e a eletronegatividade caracteristica
de cada aminoacido, apenas alguns dos 20 listados na Tabela 2.1 sao pre-
ferencialmente observados na formagao de uma estrutura tipo a—hélice;

estando a alanina, o acido glutamico, a leucina e a metionina no grupo

8Quando comparados ao tamanho da protefna como um todo
9Tecnicamente a altura caracteristica de uma volta (passo) é recebe o nome em inglés de pitch.
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dos melhores formadores. A Figura 2.5 ilustra representagoes azimutais

(c) e laterais (a,b,d) de uma estrutura secundéria tipo a—hélice.

(A) (B) {C) P 0
@ P
s < B9
e ,_.-} oY a ¥ ¢
VI (N O KE L9
—a) o 3
of ooy 3
.n .‘ b‘éq
S~ 20 - h‘mu
e AR
= i'!l' s
-+

Figura 2.5: Diferentes representagoes de uma estrutura secundaria em hélice-«

e fita-3: estruturas compostas de 5 a 10 residuos e que sao determinadas
por angulos presentes no segundo quadrante do mapa de Ramachandran
tipicamente cujos valores estao entre ® = —117° e ¥ = 142°. Compara-
tivamente as hélices-a, os motivos tipo fita-3 sdo bem menos compactos,
apresentando-se com uma morfologia de fita, as quais podem se alinhar
paralelamente ou anti-paralelamente, formando padroes, topologicamente
similares a um plano, denominados folhas-(3. Junto com as estruturas em
hélice perfazem aproximadamente 60% do total de motivos tipicamente

observados nas proteinas!®. Na Figura 2.6 ilustramos esquematicamente,

uma estrutura secundaria tipo folha-f3.

Consultar http://en.wikipedia.org/wiki/Secondary_structure.
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Figura 2.6: Estrutura secundaria em folha-( e suas configuracoes paralela e anti-
paralela

3. Estrutura Terciaria: a unidade fundamental da estrutura terciaria é um

dominio, que pode ser definido como uma cadeia polipetidica ou parte da
mesma, ou seja, essencialmente um dominio é uma estrutura secundaria. Em
geral, o conjunto formado pelos dominios globulares sao estabilizados pelo
empacotamento de motivos, hélice-a e/ou folha-(3, ligados por pontes dis-
sulfidicas. Estruturas terciarias possuem tipicamente 200 aminoacidos e sao de
crucial entendimento no processo de enovelamento, uma vez que cada dominio
pode se empacotar separadamente. As conexoOes entre estruturas secundarias
sao feitas pelas denominadas regioes de loop, de formas irregulares e de ta-
manhos diversos. A Figura 2.7 mostra uma estrutura terciaria esquematica,

composta de hélices-a, fitas-3 e loops.

. Estrutura Quaternaria: num nivel hierdrquico crescente, chegamos a com-

posicao de varias estruturas terciarias determinando o que é denominado de
estrutura quaternaria. Estes complexos globulares consistem de dois (dimero),
trés (trimero), quatro (tetramero) ou mais proteinas individuais; e podem ser

classificados como homomérico ou heteromérico, caso sejam constituidos por
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Figura 2.7: Estrutura tercidria composta por hélices-a, folhas-( e loops

um unico tipo ou mais tipos de cadeias de proteinas. Embora pareca estranho
falar de uma proteina composta por proteinas, lembramos que esta classificacao
é esquematica, pois na realidade a proteina é a estrutura que desempenha uma
funcao especifica. Um caso classico de estudo e bastante elucidativo é a he-
moglobina, um hetero-tetramero composto por quatro “proteinas” distintas,
duas hélices-a, duas folhas-( e seus loops, como mostrado esquematicamente

na Figura 2.8.

Finalizando esta segao, destacamos ainda que a luz dos niveis estruturais,
discutidos acima, vemos que o estado denominado “agregado globular”, caracteriza-
se pela ausencia de uma cooperatividade da estrutura terciaria da proteina, o que
implica num raio hidrodinamico, em média, 15% maior que o da estrutura nativa
implicando num acréscimo de ~ 50% em seu volume. Pelos mesmos argumentos
o estado “pre-agregado globular” seria caracterizado por uma estrutura tercidria
“derretida” onde apenas aproximadamente 50% dos motivos secunddrios da estrut-
ura nativa final estariam presentes. Observamos ainda que, existem indicios de que

a chave para o entendimento da estrutura protéica encontra-se em sua estrutura
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Figura 2.8: Representacao de uma hemoglobina exibindo suas cadeias de proteinas
constituintes.

Primary Secondary Tertiary Quaternary
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Amine acd residues a Helix Polypeptide chain Assembled subunits

Figura 2.9: Diagramas esquematicos das proteinas, exibindo os quatro niveis estru-
turais.

priméria. Sob este aspecto cada proteina pode ser entendida como uma palavra
construida a partir de um alfabeto de 20 letras (aminodcidos). Embora essa ana-

logia parega tentadora, é importante observar que cada palavra isoladamente nao
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traz informacao relevante a semantica desse texto bioldgico, o que esta intimamente
ligada ao contexto (meio) em que se encontra (32, 33, 34]. Na Figura 2.9, resumimos
a composicao estrutural das proteinas mostrando sequencialmente sua hierarquia

estrutural.

2.1.3 A hipersuperficie de energia e a hip6tese termodinamica

E importante observar que o padrao espacial da estrutura protéica é uma
consequéncia direta das interagoes fisicas de atracao e repulsao entre as cargas que
compoem a molécula e destas com as existentes no meio onde a mesma se encon-
tra imersa. Neste processo cada atomo se compromete a satisfazer um principio de
minimizagao da energia da estrutura como um todo, mesmo que localmente se veja
obrigado a estar submetido a um potencial mais elevado. Essa “frustracao”, tipica
de sistemas com muitas particulas, em outros problemas de interesse fisico como nos
vidros de spin [35, 36]. Nestes sistemas, os momentos magnéticos'’ com interagoes
ferro e antiferromagnéticas, competem de modo a atingir uma configuracao de me-
nor energia, em contraposicao as flutuacoes térmicas. Isto significa que, todos os
atomos ou momentos magnéticos que os representam nao podem localmente satisfa-
zer uma configuracao que minimize a energia com todos os elementos constituintes
do sistema. No caso magnético o nimero de configuragoes estruturais possiveis de
serem geradas cresce exponencialmente com o nimero de elementos envolvidos, de
forma que, num processo de resfriamento, o sistema pode se encontrar preso em
minimos locais de energia do sistema. Estes estados, denominados meta-estaveis,
encontram-se separados por barreiras de energia com altura infinita e entrelagados

em uma estrutura hierarquica.

A origem de tais momentos magnéticos é puramente quéntica.
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Uma elucidativa analogia mecanica para tais tipos de problemas, consiste
em imaginar a hipersuperficie de energia correspondente a cada uma das diversas
configuragoes como sendo uma paisagem topografica inundada formada por vales
de diversas profundidades. Quando a estrutura encontra-se totalmente inundada a
particula nao enxerga qualquer um dos vales. Contudo a medida que o nivel da
agua baixa (correspondendo a uma diminuigao da temperatura) a particula pode fi-
car armadilhada num dos tantos vales que compoem a estrutura. Nesse quadro uma
temperatura elevada pode ser identificada a um estado paramagnético do sistema
magnético ou a uma molécula totalmente desenovelada. Enquanto que baixas tem-
peraturas corresponderia a um estado ordenado ou ao “estado-nativo”, ou enovelado

da proteina.
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Figura 2.10: Representacao da hipersuperficie de energia potencial caracteristica
das proteinas

Ao longo da Tese, utilizamos a palavra enovelada ou desenovelada referindo-

se ao estado estrutural de uma proteina, mas sem indicarmos com precisao do que
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se trataria. Tecnicamente define-se enovelamento como sendo o processo no qual
uma proteina assume uma forma tridimensional especifica, denominada também de
estado nativo, que a permite realizar sua funcao biolégica. Uma proteina, assim
como outros tipos de heteropolimeros, podem enovelar-se ou desenovelar-se reversi-
velmente, por mudancas causadas pelo pH do meio aquoso, onde se encontre, ou por
variagoes da temperatura desse meio. Neste caso, as proteinas usualmente perdem
suas atividades biolégicas e sao denominadas denaturadas. Embora existam estu-
dos, para o problema da denaturagao, desenovelamento parcial ou total da proteinas,
desde a década de trinta [37, 38, 39], foi somente a partir da década de cinquenta que
os trabalhos de Anfisen [40] e outros levaram a formulagado da chamada “hipétese
termodinamica”, que estabeleceria bases quantitativas para a explicacao do enove-

lamento.

Em linhas gerais, essa hipotese afirma que a informagao contida na sequéncia
de aminodcidos (estrutura primdria) determinaria sua estrutura enovelada e que
esta corresponderia a um minimo global da energia livre configuracional do hetero-
polimero. Aparentemente, existem algumas excecgoes a esta regra, mas estas parecem
ser atribuidos a estados meta-estaveis, armadilhados cineticamente durante o eno-
velamento [41]. Um caso intrigante que difere conceitualmente da referéncia [41]
consiste de uma familia de proteinas nativas intrinsecamente desenoveladas que nao

possuem propriedades estruturais uniformes [42].

Termodinamicamente as contribuicoes relevantes para caracterizarmos a se-
paracao energética entre os estados enovelado (nativo) e desenovelado (denaturado)
de uma proteina sao: a Entalpia e a Entropia. A primeira deriva das ener-
gias envolvidas nas ligagbes nao-covalentes entre os peptideos (essencialmente as

interagoes hidrofébicas, ligacoes de hidrogénio e i6nicas). E sabido que as ligagoes
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covalentes diferem muito pouco entre o estado nativo e denaturado, as ligacoes
nao-covalentes exibem um comportamento bem diverso, sendo muito intensas e de
longo alcance no caso nativo e quase que irrelevantes no caso denaturado. Enquanto
que a entropia conformacional possui valores baixos no caso nativo, uma vez que
a organizacao estrutural é elevada, e muito elevados no caso denaturado, devido
a desordem, também denominado “random-coil”. E importante ressaltar que para

que a entropia diminua na proteina o valor desta grandeza no meio deve se elevar.

A ordem de grandeza da barreira de energia que separa estes dois estados,
denominada energia livre, é da ordem de 5 - 15kcal /mol, um valor tipico de algumas
pontes de hidrogénio. Contudo esta pequena diferenca energética é um resultado
envolvendo dois grandes nimeros, comumente da ordem de centenas de kcal/mol.
E importante notar que na auséncia de algum fator que compense a entropia, o
sistema tenderia a estar no estado denaturado, entropicamente mais favoravel, assim
a estabilidade da estrutura protéica, é assegurada por um ajuste quimico, envolvendo
variacoes de pH e temperatura do meio. Se do ponto de vista da previsao estrutural
tal comportamento mostra-se tecnicamente complicado, é importante observar que
isso assegura o sucesso da vida, uma vez que o funcionamento do organismo nao

deve envolver um elevado gasto energético para transformar proteinas de uma forma

funcional para outra.

A questao que se coloca é a seguinte: como a proteina “encontraria” seu
estado de minima energia num tempo razoavelmente aceitavel? Se partirmos da
consideracao, de que as proteinas realizam uma busca aleatoria, entre as 3 regioes
permitidas no mapa de Ramachandran (o, 5 e L) (uma estimativa bastante simpli-
ficada), até atingirem um estado “congelado”, numa conformagao de menor energia,

entdao uma cadeia de 150 aminodcidos (uma proteina pequena) teria aproximada-
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mente 3% ~ 10 conformacoes distintas possiveis. Se o tempo requerido para

1

converter uma conformacao em outra for de 1ps = 107'2 s!2, entdao uma busca sis-

tematica por todas as configuracoes levaria um tempo de aproximadamente 10°°

13 conflitando com as observacoes experimentais, de

segundos ou seja 10*® anos
que partindo de sua estrutura desenovelada, as proteinas mais rapidas atingem seu
estado enovelado em tempos da ordem de 1ms e 1s in vivo e in vitro. Este comporta-
mento aparentemente anacronico denominado Paradoxo de Levinthal [43, 44, 45],
em homenagem ao seu propositor o biofisico Cyrus Levinthal.

No final da década de 1960 Levinthal, mostrou que tal busca nao seria
possivel, ou de outra forma, haveriam caminhos favorecidos nessa busca. As idéias
iniciais para explicar o Paradoxo de Levinthal partem do pressuposto de que exis-
tem trajetdrias especificas para o enovelamento, ou seja, haveriam moléculas que
restringiriam o ntimero de caminhos, assim as cadeias nao necessitariam varrer todo
o espago configuracional [43]. A descoberta de estruturas intermedidrias, parcial-
mente organizadas, como os agregados globulares e os dominios, ao longo do processo
de enovelamento, parecem apoiar esta idéia e, embora ainda exista uma grande re-

sisténcia entre os pesquisadores, alguns [46, 47, 48, 49] comegam aceitar elucidagoes

para o “paradoxo de Levinthal”.

2.2 Abordagens para o problema do enovelamento
protéico

As duas principais técnicas utilizadas para determinacao da estrutura tri-

12Este seria o tempo em que uma ligacdo atémica se reorganizaria.
13Para efeito de comparacio é importante notar que a idade do universo é estimada em 10-15
10° anos.
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dimensional das proteinas sdo: a cristalografia de raios-X [50] e a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) [51]. Aliadas a estas, outras como a espectroscopia de
massa, a espectroscopia de infra-vemelho e a espectroscopia de ultra-violeta sao
fundamentais para caracterizacao dinamica dos processos de enovelamento. Os pri-
meiros experimentos, que inauguraram a forma de estudar o problema, do enovela-
mento foram realizados por Anfisen [40] seu principal objetivo nessas pesquisas era
entender de que forma a conformacao de equilibrio de pequenas proteinas se alterava
sob a variacao ciclica de parametros como o pH e a temperatura do solvente, onde a
mesma estava mergulhada. Como as proteinas atingiam a mesma configuracao, sem-
pre que as condicoes fisiologicas eram reproduzidas independente da trajetoria, estes
experimentos ajudaram a fundamentar a conjectura basica de que a conformacao
da proteina s6 dependeria da sequéncia dos aminoacidos que a constituiam.

Um exame do grau de enovelamento de uma proteina, ou seja, que fracao de
sua estrutura encontra-se enovelada pode ser medida através de dicroismo circular
[52]. Essencialmente o que estes experimentos descrevem é de que maneira a po-
larizacao da luz incidente numa dada amostra é afetada. Tal método se baseia na
propriedade das estruturas secundarias hélice-a e fita-( girarem a polarizacao da
luz!*. Assim podemos acompanhar a populacao relativa de estruturas ja enoveladas
a medida que modificamos algum parametro externo, podendo entao caracterizar a
transicao de fase estrutural dos heteropolimeros bioldgicos.

Um proteina tipica consiste de algumas pontes salinas, uma centena de
ligagoes de hidrogénio e milhares de interagoes de Van der Waals. Afim de simu-
larmos este tipo sistema precisamos selecionar modelos apropriados que satisfacam

uma relagao entre precisao e custo computacional. A priori poderiamos executar

14 A onda eletromagnética é composta por campos elétrico e magnético, a direcdo de oscilacao
do campo elétrico é denominada de diregao de polarizacao da luz.
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calculos com a precisao desejada a partir das posicoes e velocidades de todos os
atomos que constituem a proteina, construindo um Hamiltoniano com todas as in-
teracoes entre estas particulas, contudo tal abordagem computacionalmente nao se
mostra eficiente!®. Primeiro, porque sabemos que algumas dessas interacoes sao
mais relevantes do que outras (a magnitude de determinadas interagoes pode che-
gar a ser de até duas ordens de grandeza maior do que outras); segundo, porque
dependendo dos observaveis de interesse, um grau extremo de detalhamento pode
ser totalmente irrelevante e por fim, pelo tempo e recursos computacionais que se
dispoe. Assim, niveis de aproximacao podem ser impostos aos sistemas de maneira
a focalizarmos certos aspectos, como sua dinamica temporal, sua geometria espacial

ou aspectos da dinamica evolucionédria de um certo grupo de proteinas.

Diversos modelos tém sido propostos com diferentes metodologias e objetivos,
a seguir descreveremos algumas classes desses modelos existentes, suas principais
caracteristicas, limitacoes e objetivos. A intencao aqui nao é fornecer uma visao
completa da “fauna” de modelos existente, mas sim discutir as principais idéias

envolvidas em cada tipo de abordagem.

Nos modelos de cinética quimica diversas conformagoes sao identificadas
como alguns estados macroscopicos, comumente categorizados em trés grupos. O
primeiro grupo descreve os possiveis estados desenovelados (U, do inglés unfolded),
correspondendo a todas as conformacoes nao estruturadas da proteina. O segundo
grupo consiste do estado nativo (N, do inglés native) da proteina que correspon-
deria a uma tnica conformacao. O terceiro e ultimo grupo caracteriza os estados
intermediarios (I, do inglés intermediate) que conectariam os estados U e N, por

meio de uma cadeia de eventos descrita pela sequéncia:

5 Neste caso estamos nos referindo a célculos ab initio.
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U-I,—-L—...— N.

Cada estado encontra-se separado do outro por meio de uma barreira energética,
de modo que as transicoes entre cada um dos estados sao governadas por equagoes
estocasticas, descritas pelas relagdes de Kramers [53, 54] utilizando-se de um perfil
unidimensional de energia que dirige o caminho do enovelamento [55]. Este tipo
de abordagem oferece uma descricao para as distriubigoes dos tempos de folding,
podendo ser utilizado em conexao com potenciais de energia livre empiricos para
predizer o efeito de mutacoes na estabilidade e na cinética de uma dada proteina
[56]. Contudo, ele se mostra inadequado para descrever mecanismos moleculares
na dinamica de enovelamento. Além disso, ele descreve o sistema por meio de um
parametro unidimensional, o perfil de energia, uma simplificagdo que nao oferece
nenhum aspecto geométrico da estrutura.

Uma segunda abordagem envolve uma compreensao mais detalhada da paisa-
gem de energia livre e da entropia associadas a sua conformacao espacial. Assim, nos
denominados modelos baseados em entropia, sao geradas um grande nimero de
conformacoes através de simulagoes computacionais. As cadeias protéicas sao entao
caracterizadas energeticamente por meio de um potencial de energia, obtido através
de uma soma de termos de contato entre dois elementos da estrutura. Um exem-
plo clédssico deste tipo de abordagem pode ser encontrado no modelo de Go [57],
no qual cada aminoacido de uma proteina pode ser descrito através de uma repre-
sentacao onde cada atomo figura explicitamente na estrutura, ou por meio de uma
representacao simplificada em que cada aminoacido apresenta-se como uma conta
esférica sem estrutura interna.

A idéia béasica neste tipo de modelo, é que a geometria da proteina é o

principal fator guiando o processo de enovelamento, e desta forma a energia li-
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vre do sistema pode ser associada aos estados conformacionais por meio de um
termo entropico. Sua grande virtude é a capacidade de descrever a existéncia de
fenomenos cooperativos na formacao da estrutura espacial da proteina. Simulacoes
realizadas para pequenas proteinas [58] confirmam, por exemplo, a existéncia de
contatos especificos a partir dos quais a estrutura desenovelada atinge o estado na-
tivo. Tal evidéncia indica que a proteina nao se enovela de forma aleatéria, seguindo
na realidade uma sequéncia bem definida de passos. Por outro lado estes modelos
nao abordam a interacao entre os 20 diferentes tipos de aminodcidos existentes na
natureza e a possibilidade de que estes contatos possam formar interagoes inexis-
tentes na estrutura nativa final. Ou seja, estes modelos negligenciam tanto o papel
da sequéncia especifica de aminoacidos para a formacao de cada proteina, como a

existéncia de estados metaestaveis que armadilhem o processo de enovelamento.

Uma outra abordagem termodinamica para o problema do enovelamento,
pode ser dada considerando-se a informacao contida na sequéncia de aminoacidos
que constitui a proteina. Nesta visao, a heterogeneidade das interacoes entre os
aminodacidos produz uma paisagem de energia essencialmente rugosa, com diver-
sos estados metaestaveis sendo formados. O objetivo dos modelos baseados em
energia é entender de que forma uma proteina caracterizada por uma sequéncia
especifica de aminoacidos difere de um sistema aleatério. O principal elemento neste
tipo de modelagem é a fungao de energia potencial que descreve a interacao entre
os contatos de dois aminoacidos da estrutura. Uma matriz para estas interagoes foi

determinada por Miyazawa and Jernigan [59] em 1985.

O ponto de partida dos modelos baseados em energia é o estudo de cadeias for-
madas por uma sequéncia aleatéria de aminoacidos, assim num modelo simplificado

a energia de cada interacao é escolhida aleatoriamente e a energia total para uma
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configuragao de N contatos é dada pela soma das energias de interagao entre pares
de aminoacidos na estrutura. Como consequéncia destas consideracoes estabelece-
se um primeiro modelo denominado modelo de energia aleatéria (REM do inglés,
Random Energy Model) [60], o qual prevé um estado fundamental E. e, a partir
deste, um espectro continuo. Como mostrado por Shakhnovich [61], a paisagem
de energia para este modelo é composta por diversos minimos locais, todos separa-
dos por pequenas barreiras de energia, que o distingue do comportamento de uma
proteina real, a qual possui um minimo global bem mais profundo do que os dos esta-
dos meta-estaveis. Nesse quadro, as caracteristicas cinéticas do problema também
tornam-se muito distintas daquela exibida por proteinas reais, uma vez que segundo
esta prescricao uma proteina facilmente poderia ser armadilhada num desses estados

meta-estéveis [62].

O desenvolvimento de computadores cada vez mais velozes tem permitido
uma descricao mais detalhada da estrutura atomica das proteinas e dos potenciais
de energia envolvidas na interacao entre estes dtomos. A construcao da denominada
modelagem molecular|27] baseia-se na simula¢do dos movimentos atdémicos por
meio de um campo de forcas, para valores de temperatura e pressao conhecidos. E
possivel através desta abordagem analisar as interagoes provenientes entre a estru-
tura protéica e o solvente, onde a mesma se encontra imersa, tratando-o como um

continuo, ou até mesmo pela descricao explicita das moléculas que o compoem.

Essencialmente este tipo de modelo pretende resolver as equagoes de mo-
vimento de Newton através de um processo de integracao numérica, o que per-
mite investigar a evolucao temporal entre varias conformacoes. Tecnicamente, a
resolucao das equacgoes de movimento envolvem a utilizacao de potenciais efetivos

classicos parametrizados, os quais descrevem as interagoes intra e inter-moleculares.
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O “coracao” da dinamica molecular reside em tltima instancia, na funcao poten-
cial escolhida, a qual deve ser realista o suficiente para fornecer descri¢oes preci-
sas da estrutura do sistema e ao mesmo tempo de facil e rapida implementacao
numérica. Embora exista na literatura uma grande diversidade de potenciais e
de programas, tanto de uso comercial quanto académico (GROMACS, AMBER,
CHARMM e THOR) [63, 64, 65, 66, 67|, todos possuem dois fatores comuns: a
existéncia de potenciais “ligados”, usualmente representados por termos harmonicos,
e de potenciais de interacao a distancia. Os primeiros sao utilizados para descrever
as ligacoes covalentes entre pares de atomos angulos entre ligacoes quimicas vizinhas
e angulos de torcao em torno de ligacoes; enquanto que o segundo descreve interacoes
entre atomos nao ligados covalentemente, levando em conta as atracoes e repulsoes

eletrostaticas, bem como as interagoes dipolares.

Como ja discutido nas segoes anteriores, devido ao elevado nimero de elemen-
tos constituintes, o nimero de graus de liberdade de um sistema molecular pode ser
astronomico e desta forma torna-se impossivel cobrir toda a superficie de energia.
Como solugao alternativa, os algoritmos tentam vasculhar nao toda a superficie,
mas sim o caminho que leva o sistema para uma configuragdo de menor energia.
Para tanto entra em cena a segunda parte do problema de dinamica molecular,
a otimizacao de geometria. A otimizacao consiste essencialmente de um procedi-
mento para obtencao, a cada passo de tempo fixado pelo algoritmo, do conjunto de

cooordenadas que minimiza a energia do sistema como um todo.

Nesse espirito podem ser encontrados na literatura diversos tipos de algorit-
mos para efetuar tal minimizagdo, tais como: o “steepest-descent” [68], o método
dos gradientes conjugados [69] e os métodos de busca aleatéria como o “Generali-

zed Simulated Annealing [70]. E importante observar que assim como o potencial
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de energia precisa ser acurado o suficiente para descrever as grandezas de inter-
esse, a otimizacao precisa ser eficiente para que o sistema possa ser avaliado em
tempos razoaveis. Dinamicas que pretendem chegar a tempos da ordem de 1us po-
dem necessitar de tempos computacionais efetivos da ordem de dias, dependendo
do tamanho do sistema, uma vez que cada passo da dinamica gira em torno de 1fs.
Embora se constitua de um poderoso método para a analise tanto de estruturas
protéicas, como da interacao destas com membranas e solventes, a grande limitacao
dos métodos de dinamica molecular reside no fato de que atualmente a maior parte
dos calculos cobrem apenas uma pequena fracao do tempo real envolvido no processo

de enovelamento.

Um quarta abordagem sao os modelos de rede indicados para estudar
caracteristicas gerais do enovelamento protéico. Tradicionalmente, se baseiam na
aproximacao de que a estrutura interna dos aminoécidos (seus dtomos) pode ser ne-
gligenciada como consequéncia o carater entropico associado aos graus de liberdade
internos podem ser também negligenciados. E assim, qualquer interacao devera
ser considerada isotropicamente desta forma, os aminoacidos sao representados por
contas, conectadas em redes. Cada sitio pode estar vazio ou contendo uma conta,
o que simularia o efeito do volume excluido. No caso de uma rede quadrada os
angulos de ligacao entre cada aminodcido estao restritos aos valores m/2, m ou 37 /2
radianos, enquanto que o comprimento das ligacoes tem um valor fixo caracterizado
pelo parametro de rede. Estes modelos, também denominados de modelos mini-
malistas, estao preocupados em elucidar perguntas basicas acerca do enovelamento
a saber: como uma cadeia polimérica pode enovelar-se num estado nativo tunico,
como se dao os mecanismos de cooperatividade ao longo do processo, por qué al-

gumas sequéencias primarias enovelam-se enquanto que outras nao 7 E o carater da
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frustracao na evolucao do processo [71].

O mais conhecido desta classe é o modelo HP [72], onde apenas dois tipos de
aminodcidos sao considerados: um denominado H, de carater hidrofébico e outro P
de carater polar estes aminodacidos sao distribuidos aleatoriamente numa rede ciibica
ou quadrada. E assumido nesse caso um potencial de interacao entre sitios vizinhos
dependendo dos aminoédcidos que os ocupam (H ou P), dessa forma o modelo con-
templa a possibilidade de aminoacidos, que nao sao consecutivos sequéncia primaria,
poderem formar “contatos”. Como observado por Tang [73] em sua revisdo a res-
peito de modelos dessa natureza, a maior parte das estruturas geradas nesse tipo
de modelo nao se enovelam num tnico estado, o que nao descreve a situacao real
protéica.

Em suas versoes mais recentes [73|, os modelos em rede consideram uma
matriz de interacao para um alfabeto composto por 20 aminodcidos, no mesmo con-
texto dos modelos baseados em energia. E da heterogeneidade destas iteragoes que
se revela o carater frustrado do sistema, que passa a exibir uma superficie de energia
rugosa. Um dos grandes resultados obtidos com esse tipo de metologia é a a formacao
de estruturas elementares locais durante o processo de enovelamento. Essa formacao
ocorre numa sequéncia de eventos hierarquicos que se mostram fundamentais para

o mecanismo de estabilizagao da estrutura como um todo [74].
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Capitulo 3

Modelo de caminhantes angulares

(Gaussianos

14

. vocé marcha, José! José, para onde? 7

Carlos Drummond de Andrade - José

3.1 Caminhantes aleatorios e caminhantes auto-

excludentes

Em 1828, o botanico escocés Robert Brown (1773-1858) realizou experiéncias
nas quais observou, com a ajuda de um microscépio, que numa suspensao de graos de
polen em agua cada grao se movia irregularmente, numa trajetéria erratica que seria
posteriormente denominada de Browniana [75]. Constatando que esse fenémeno era
reproduzido com o uso de diversas substancias organicas, Brown acreditou haver

encontrado a molécula primitiva da matéria viva. Esse suposicao foi posteriormente
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refutada pelo proprio Brown, ao perceber que substancias inorganicas pulverizadas
também possuiam comportamento similar. Apds essa primeira incursao “equivo-
cada” pela biologia, os caminhantes aleatorios (ou “random walks” ; RW), resur-
giriam com fundamentacao matematica, no contexto economico em 1900, gracas
ao francés Louis Bachelier (1870-1946), em sua tese Teoria da Especulagio’, sobre

opgoes de prego em mercados especulativos [76].

Uma descri¢ao corpuscular da matéria, fundamentada num modelo de camin-
hante aleatdrio, foi introduzida por Albert Einstein (1879-1955) em 1905 [77]. Com
a proposicao do numero de Avogadro, Einstein relacionou as grandezas estatisticas
do movimento Browniano com o comportamento dos atomos e deu aos experimenta-
listas um método de contagem dos atomos, o que foi comprovado experimentalmente
por Jean-Baptiste Perrin (1870-1942)? em 1908. Atualmente estudos de processos
difusivos estao interessados em propriedades estatisticas associadas a caminhantes
deslocando-se de maneira errante sobre um substrato. Essa dinamica é recorrente-
mente utilizada como um conceito importante para se determinar as propriedades

de escala de muitos fendmenos fisicos [78, 79, 80, 81].

No modelo de caminhante aleatério, cada passo é completamente indepen-
dente de todos os passos anteriores, tais processos estotasticos sao também chama-
dos de Markovianos. Contudo, para diversos processos fisicos essa suposicao nao é
apropriada. Ao idealizarmos um polimero, por exemplo, como uma longa cadeia
flexivel destituida de qualquer estrutura interna, onde cada ligacao corresponde
a um passo do caminhante, temos de levar em conta a exclusao espacial. Uma

caminhada aleatéria submetida a tal condi¢ao é denominada caminhada aleatoria

!Orientada pelo também matemético Henri Poincaré(1854-1912), a tese de Bachelier foi prete-
rida por seus contemporaneos e permaneceria na obscuridade até meados da década de 1960.
2Por suas medicdes Perrin receberia o prémio Nobel em 1926.

Tese de Doutorado - Departamento de Fisica - UFPE



38 Modelo de caminhantes angulares Gaussianos

auto-ezxcludente (ou self-avoiding walk; SAW). Na Figura 3.1, apresentamos padroes
tipicos gerados por uma caminhada aleatéria e uma caminhada auto-excludente,
ambas sobre uma rede quadrada. Em geral, as quantidades geométricas analisadas
nesse tipo de modelo sao: o deslocamento quadratico médio em relagao a origem
< r? > e oralo de giragao da estrutura final Ry, definido como a distancia quadrética

média de cada posicao ao centro de massa da estrutura,

onde p; é a distancia de cada um dos elementos da estrutura ao centro de massa e

N é o numero de passos do caminhante.

Tais grandezas exibem uma relagao de escala, ou seja, o raio de giracao, por
exemplo, exibe um comportamento tipo lei de poténcia com o nimero de passos N

do caminhante,
R, ~ NV, (3.2)

onde v é o expoente que caracteriza o tipo de difusao subjacente ao processo, com

a seguinte classificacao:

v < 1/2 (subdifusivo),
v=1/2 (difusivo), (3.3)

v >1/2 (superdifusivo).

Um modelo tipo campo médio para formagao de estruturs poliméricas em-

bebidas em um bom solvente, desenvolvido por Flory[82, 83], prevé um expoente
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Figura 3.1: Padroes tipicos, obtidos através de simulagao numa rede quadrada, para

caminhantes aleatérios (em preto) e caminhantes aleatérios auto-excludentes (em
vermelho), ambos com 250 passos e partindo do ponto (250, 250).

dependente da dimensao D, dado por:

3

VFlory = D——I—Q’ (34)

de modo que Vg, = 3/5 para o caso em trés dimensoes pertencendo, também,
a um regime superdifusivo, este resultado encontra-se reproduzido no Apéndice A
desta Tese. Recentes simulagoes [84] de RW e SAW em trés dimensoes apresentam
resultados diferentes para o expoente com vry = 1/2 e vsgaw = 0.588, indicando

que no caso auto-excludente a particula escapa mais rapido da origem que no regime
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difusivo.

3.2 Modelo de caminhantes angulares Gaussianos

Ao tratarmos de cadeias protéicas, observamos que o raio das estruturas com
o numero de aminoacidos, também obedece um comportamento de escala, como pode
ser observado no grafico log-log experimental, baseado em 1826 cadeias protéicas,
exibido na Figura 3.2. No contexto discutido na secao anterior, este comportamento
pertence a um regime sud-difusivo, com v,,, = 0.40£0.02, diferente daquele previso
por Flory, vpiey = 0.60 e observado no contexto de superficies amassadas como
indicado por Gomes e colaboradores [85]. Constatamos dessa forma que mesmo
as estimativas construidas em argumentos de campo médio, onde a entropia da
superficie da estrutura é levada em conta, nao é capaz de descrever esta caracteristica
geométrica basica.

Como discutido no capitulo 2, diversas abordagens para descricao das pro-
priedades estruturais das proteinas tém sido propostas. Devido ao nimero astronomico
de possiveis configuragoes para proteinas globulares (compostas por 50 a 500 aminoécidos),
metodologias convencionais fundamentadas em Monte Carlo ou dinamica molecular
tornam-se impraticaveis, devido ao seu alto custo computacional.

Nesta secao, apresentamos uma estratégia alternativa, baseada num modelo
de caminhante aleatorio em trés dimensoes, como forma de construirmos cadeias
protéicas com diferentes comprimentos e porcentagens de estruturas secundarias. No
modelo, cada passo possui um comprimento radial [y fixo, mas os angulos diedrais,
® e U que compoem a cadeia sao escolhidos independentemente por meio de uma
distribuicao de probabilidades Gaussiana, seguindo a proposta de Shaw e colabora-

dores [79]. Os valores médios e o desvio de cada distribuicao sao definidos de acordo
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Figura 3.2: Comportamento do raio médio < R > em funcao do numero de
aminoacidos N para um conjunto de 1826 cadeias protéicas, com expoente v =
0.40 4 0.02. A linha continua indica o ajuste linear dos dados

com as regioes permitidas para ¢ e ¥ presentes no mapa de Ramachandran. Aqui
utilizamos os valores calculados por estatiticas de diversas estruturas secundarias,
propostos pelo programa PRELUDE [86] a Tabela 3.1 indica sete possiveis pares de

angulos diedrais e suas conformagoes associadas.

Desta forma, as distribuigoes Gaussianas para os angulos sao explicitamente

descritas como:
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P(®) = exp(—w>, (3.5)

1 (T — 0,2
P = e (-5 36)

onde ¢ é o desvio padrao de cada distribuicao, enquanto que ®, e ¥, sao respecti-

vamente os valores médios dos angulos diedrais ¢ e .

o, ¥, | Conformacao
-65° | -40° A
-89° -1° C
-117° | 142° B
-69° | 140° P
78° 20° G
103° | -176° E
-83° | 133° O

Tabela 3.1: Sete possiveis pares para angulos diedrais (®,¥) e suas conformagoes
associadas [86]. Configuragoes em hélice-a denotadas por A e folha-3 por B.

Para simularmos proteinas com uma determinada porcentagem de estruturas
secundarias f, fixamos o nimero de passos do caminhante N e estabelecemos um

processo de crescimento descrito pelas seguintes regras:

1. Nos primeiros [, x f passos escolhe-se um dos pares de angulos da Tabela
3.1 e por meio das distribuicoes descritas nas Equacoes 3.5 e 3.6, construimos

sequencialmente a proxima posicao como fungao da posicao anterior.
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2. Nos proximos [, x (1 — f) passos utilizamos, a cada passo, angulos aleato-
riamente escolhidos entre os sete possiveis pares, utilizando mais uma vez as
distribuicoes descritas nas Equagoes 3.5 e 3.6, construimos sequencialmente a

proxima posicao como funcao da posicao anterior.

3. Nos proximos [, passos as regras 1 e 2 sao repetidas, até construirmos uma

cadeia de tamanho N.

A determinagao da posigao (x;, y;, z;), como fungao da posigao anterior (z;_1, y;—1, 2i—1),
envolve uma transformacao entre coordenadas cartesianas e internas, descritas pelos
angulos ® e ¥, como observado por Park e colaboradores [87] 3. Neste modelo mi-
nimalista, a construcao do esqueleto peptidico envolve apenas os angulos diedrais.
Todos os potenciais efetivos descritos no Capitulo 3, sejam eles de contato ou de
acao a distancia, sao levados em consideracao indiretamente através da escolha dos
angulos da Tabela 3.1. Uma vez que a distribuicao de angulos diedrais encontra-
se confinada as regioes permitidas pelo mapa de Ramachandran, espera-se que os
fenomenos estéricos estejam inclusos nessa abordagem implicitamente. Devido a
sua simplicidade computacional, o método permite a construcao de uma elevada
quantidade de amostras, ou seja, de diferentes conformacoes (da ordem de 10%).

E importante perceber, que nesse modelo, a regra 1 induz um crescimento
ordenado, durante um comprimento caracteristico (I, x f), enquanto que a regra
2 descreve a quebra desse padrao estrutural, quebra esta que pode ser entendida
como resultante da instabilidade das forgas envolvidas na formacgao de conformacoes
especificas, como no caso dos momentos de dipolo efetivos das estruturas hélice-c.

Pode-se entao simular diversas destas configuracoes, variando-se a fragao f e o

tipo de estrutura secundaria utilizada na regra 1 do modelo. Em nosso estudo utiliz-

3Para detalhes consultar o Apéndice B desta Tese.
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amos: (a) estruturas hélice-c; (b) folhas-3 ou (¢) uma mistura de hélice-a e folha-£.
A escolha desses motivos estruturais decorre de sua relevancia nos estagios iniciais
do enovelamento protéico e por estes serem os blocos fundamentais na formacgao
de estruturas tercidrias [88, 89]. Nas Figuras 3.3, 3.4 e 3.5 exibimos configuragoes
tipicas compostas por N = 250 residuos, para os trés casos acima especificados,
assim como os respectivos os mapas de Ramachandran para um conjunto de 100
amostras, em cada um desses casos. Em todas as simulagoes a largura da distri-
buigao vale §/m = 0.1, o comprimento {;, = 100 e o comprimento caracteristico entre

cada residuo (distancia radial) vale [, = 3.8 A.

3.3 Analise das grandezas relevantes

Uma vez criadas diferentes configuracoes, através do algoritmo descrito na
secao anterior, utilizamos algumas grandezas a fim de caracterizar estruturalmente
as cadeias geradas artificialmente e comparé-las as cadeias reais. Seguindo a sugestao
de Tang e colaboradores [90], elegemos o raio de giracdo R,; o comprimento de
contorno [.; o numero de contatos n.; o nimero de coordenacao z. e a energia entre
os contatos E. Além destes parametros introduzimos outra quantidade denominada

“parametro de compactacao”, definido como:

(3.7)

onde R, é o raio de giracao da estrutura e D,,,, ¢ a maior distancia entre dois residuos
da mesma. Discutiremos a seguir a relevancia de cada uma dessas grandezas e de

que forma os parametros de nosso modelo as descrevem.
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Figura 3.3: (a) Padrao tipico de uma cadeia composta por 250 residuos, com 60%
de estruturas tipo hélice-a, gerado pelo modelo com distribuicao de largura § /7 =
0.1. (b) Mapa de Ramachandran para 100 simulagoes realizadas com os mesmos

parametros da Figura 3.3 (a)

3.3.1 O raio de giragao

A primeira grandeza geométrica relevante na caracterizagao estrutural das
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Figura 3.4: (a) Padrao tipico de uma cadeia composta por 250 residuos, com 60%
de estruturas tipo folha-(3, gerado pelo modelo com distribui¢ao de largura 6/m =
0.1. (b) Mapa de Ramachandran para 100 simulagdes realizadas com os mesmos
parametros da Figura 3.4 (a)

cadeias protéicas, geradas pelo nosso modelo, é o raio de giracao. Assim como defi-

nido pela lei de escala descrita na Equacao 3.2, o raio de giracao determina se o pro-
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Figura 3.5: (a) Padrao tipico de uma cadeia composta por 250 residuos, com 30% de
estruturas tipo hélice-av e 30% de estruturas tipo folha-3, gerado pelo modelo com
distribuigao de largura 6 /7 = 0.1. (b) Mapa de Ramachandran para 100 simulagoes
realizadas com os mesmos parametros da figura 3.5 (a)

cesso de crescimento de nossa cadeia, interpretado como um caminhante aleatorio,

é sub ou super-difusivo. A Figura 3.6 exibe o comportamento do raio de giracao
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(< R, >), mediado sobre 10* estruturas, como fungao do nimero de aminodcidos
(125 < N < 450), para as trés diferentes possiveis escolhas de estruturas. Neste
estudo, também fixamos a fragao f = 60% e a largura da distribui¢ao angular como
sendo 0/m = 0.1. Deste gréfico, em escala log-log, podemos obter o expoente v, o
qual fornece uma medida da compactacao das cadeias. Seguindo este procedimento
encontramos v, = 0.401 £0.002 para o caso hélice-c, vg = 0.417+£0.002 para o caso
folha-f3 e v, = 0.4094+0.002 para o caso misturado. Podemos observar, entao, que
os valores obtidos através dessa metodologia, descrevem de forma razoavelmente
satisfatoria os resultados experimentais discutidos no gréfico da Figura 3.2. Ou-
tro ponto importante é que, independente do tamanho da cadeia gerada (INV), as
estruturas em hélice-a apresentam-se sempre mais compactas, com menor raio de
giracao, que aquelas compostas por motivos tipo folha-3, consequéncia da estrutura
tubular, para a primeira e planar para a segunda, como observado por Maritan e

colaboradores [91, 92].

Um aspecto importante dessa modelagem é o papel da fragao f de estruturas
especificas, sejam elas hélice-a, folha-3 ou uma mistura de ambas. Inicialmente,
utilizamos o valor f = 60%, pois este nimero reflete a composicao média obser-
vada nas proteinas. A despeito disso, precisamos investigar em nosso modelo, de
que forma o expoente v se altera com a variacao deste parametro. Diversas perg-
untas importantes se colocam: Existiria um valor de f que minimizaria v, ou seja,
que maximizaria a compactagao? Este valor é biologicamente compativel? Qual a

influéncia do desvio padrao das distribui¢oes na compactacao destas estruturas?

Para tentarmos elucidar estas questoes apresentamos na Figura 3.7 um grafico
do comportamento do expoente v com a fracao f, fixando a largura da distribuicao

angular em §/m = 0.1 e tomando médias sobre 10* estruturas. Assim como nos
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Figura 3.6: Raio de giragao médio em funcao do ntmero de residuos obtidos por
simulagao com f = 0.60 para estruturas: hélice-a (O), misturadas (A) e folhas-3 (o)
com expoente de escala 0.40140.002, 0.409+0.002 e 0.417+0.002, respectivamente.
As linhas tracejadas indicam a regressao linear. Em todos os casos as barras de erro
sdo menores que os simbolos e /7 = 0.1.

casos anteriores, investigamos sistemas compostos por estruras secundarias tipo:
(a) hélice-ar (O); (b) folhas-5 (o) e (c¢) mistura de hélice-a e folha-5 (A). A linha
tracejada indica o valor experimental v.,, ~ 0.405. Note que o comportamento
monotonico de v(f) nao fornece uma idéia intuitiva da razao pela qual a maior
parte das estruturas correspondem ao valor f = 0.60, embora o valor f = 0.00
corresponda a maxima compactacao. A explicagao para este comportamento deve-

se a largura ¢ da distribuigao de probabilidades dos angulos diedrais P(¢) e P(v)),
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uma vez que ela permite a “visitacao” ao espaco de fase das possiveis conformacoes

protéicas.
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Figura 3.7: Dependéncia do expoente de escala v com a porcentagem das estruturas
secundarias f para motivos tipo: hélice-as (O), folhas-3 (o) e misturadas (A). Em
todos os casos as barras de erro sdo menores que os simbolos e /7 = 0.1. A linha
tracejada indica o valor experimental v, ~ 0.405.

Na Figura 3.8, exibimos o comportamento do expoente de escala v como
fungao da largura §, medida em unidades de 7, para diversos valores da fragao: (a)
F=0(0), (b) f = 040(v), (c) f = 0.60(), (d)f = 0.80(0) ¢ (¢) f = 1.00(AA).
Como o comportamento monotonico de v com f é universal para todas as estruturas

estudadas, sejam elas tipo hélice-a, folha-3, ou misturadas, nos concentramos apenas
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na analise do caso de cadeias formadas por hélice-as, uma vez que estas sao as mais

compactas.
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Figura 3.8: Dependéncia do expoente de escala v, com a variancia ¢ da distribuicao
de probabilidade Gaussiana para os angulos diedrais (em unidades de 7), para estru-
turas em hélice-a. Considerando os valores de f = 0(5/), f = 0.40(0), f = 0.60(0),
f =10.80(A) and f = 1.0(¢). A linha tracejada horizontal indica o valor experi-
mental v, ~ 0.405, enquanto que a linha vertical indica o valor /7 = 0.15, que
minimiza v para qualquer valor de f.

Os resultados expostos no grafico da Figura 3.8, indicam que para qualquer
valor da porcentagem f, de estruturas hélice-a;, o valor . ~ 0.157 minimiza o
expoente v, ou seja, maximiza a compactacao. Esse resultado mostra também, que

no limite 6 — 7, o método gera uma estrutura com a caractristica de uma caminhada
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52 Modelo de caminhantes angulares Gaussianos

aleatoria difusiva, com expoente v = 0.5, para qualquer valor de f, que ¢é esperado,
uma vez que neste limite todas as dire¢oes sao equiprovaveis. No limite oposto,
quando 6 — 0.00, a estrutura gerada torna-se deterministica, com expoente v = 1.0.

Em resumo:

0/t —-0 v=1.0
d/m—1 v=205

(3.8)

Embora fornecam uma idéia da robustez e coeréncia, os resultados obtidos
pelo modelo proposto, a despeito do comportamento do expoente v em funcao do
desvio ¢, ainda nao justificam de forma direta o percentual observado nos resultados
experimentais. E importante notar que nenhum dos ingredientes do modelo indica

a priori o padrao de compactacao das estruturas geradas.

Para investigar a conexao entre a maxima compactagao e o parametro f,
definimos um parametro geométrico, que mede quao representativo é o raio de
giracao em termos da maxima dimensao do sistema. Denominamos essa grandeza

de “parametro de compactacao”:

(3.9)

onde R, ¢ o raio de giracao da estrutura e D,,,, ¢ a distancia entre os residuos mais
distantes na estrutura. Na Figura 3.9 exibimos, esquematicamente, o exemplo do

raio de giracao e a maxima distancia para uma estrutura bidimensional arbitréria.

Fixando o tamanho das estruturas geradas em N = 250 residuos e variando

a fragao 0 < f < 1, geramos cadeias compostas por estruturas secundérias formadas
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Figura 3.9: Grandezas envolvidas na determinacgao do “parametro de compactacao”
v para uma estrutura bidimensional arbitraria. Raio de gira¢do R, (preto) e
distancia maxima D,,,, (azul).

por motivos tipo hélice-a, folha-( e uma mistura equitativa desses dois motivos. Na
Figura 3.10 exibimos o comportamento de v, mediado sobre 10* conformacoes, para
cada valor de f (nestas simulagoes utilizamos §/7 = 0.15).

Inicialmente é importante registrar que mesmo sendo percentualmente pe-
quena (da ordem de 2,22%), é possivel discernir dentro da barra de erro dos re-
sultados uma variagao do parametro v com a fragao f. Este comportamento exibe
claramente um maximo em torno de f = 0.60, sendo similar para qualquer tipo de
estrutura secundaria caracteristica utilizada. Note ainda que, assim como ja indi-
cado pelo expoente de escala v, estruturas tipo hélice-as possuem o maior parametro
de compactagao 72, = 0.3215 > y™i = (.3210 > 2 = 0.3205. Assim, de acordo

com o modelo proposto, o valor f = 0.60 é aquele que determina estruturas mais

compactas, no sentido de que a proporc¢ao entre as maiores dimensoes do sistema sao
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Figura 3.10: Dependéncia do parametro vy (mediado sobre 10* amostras) com a
porcentagem de estruturas secundérias f para motivos tipo: hélice-as (0O), folhas-/3
(o) e misturadas (A). A linha tracejada indica o valor maximo 4., em todos os
casos, para f = 0.60. A cadeia inteira possui N = 250 residuos e largura ¢ /7 = 0.15.

as mais proximas possiveis do raio de giracao do mesmo. Para corroborar a robustez
deste resultado apresentamos na Figura 3.11 um histograma do parametro -, calcu-
lado segundo a definigao (3.9), para 1356 diferentes cadeias globulares, extraidas do
PDB, com ntimero de residuos variando entre 125 < N < 450. Para este conjunto de
dados o tratamento estatistico revela que: Yezp min = 0.249, Yezp.maz = 0.373 € que o
valor médio dessa distribuigao € veq, = 0.32 £ 0.02; valores muito préximos aqueles

obtidos através do modelo proposto. E importante notar que o valor de v decresce
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ligeiramente com o comprimento N da cadeia; de modo que os dois picos presentes
na distribui¢ao apresentada na Figura 3.11 justificam-se pela presenga de estruturas
com tamanhos N especificos, como pode ser observado na distribuicao do tamanho
das cadeias presentes no banco de dados utilizado, exposta na Figura 3.12. Este
comportamento também ¢é qualitativamente reproduzido para o modelo proposto,
onde os dois picos mais pronunciados correspondem aos valores N = 162 e N = 372,
como pode ser verificado no histograma para o parametro 7 exibido na Figura 3.13.
Neste caso, calculamos ~ para as 1356 diferentes estruturas globulares utilizadas
no histograma da Figura 3.11, através do modelo proposto com d/7 = 0.15 e com

f =60% de estruturas tipo hélice-c.

3.3.2 O comprimento de contorno

Outra andlise comumente utilizada na caracterizacao estrutural de cadeias
protéicas ¢ a do comportamento de “comprimento de contorno”, [;;, definido como
a distancia, medida ao longo da cadeia, que separa dois residuos [93]; em fungao
da distancia direta entre estes os mesmos 7;;, como nos mostra esquematicamente a
Figura 3.14. De forma pratica sao computados valores médios destas duas grandezas,

mediados por todos os pares de carbonos C, dentro de uma dada estrutura.

O comportamento do comprimento de contorno < [, > com relagao a distancia
Euclideana r nos fornece uma idéia da estrutura topologica do objeto estudado, uma
vez que para um sistema com a topologia de uma linha, por exemplo teremos um

comportamento linear entre estas grandezas. Uma lei de escala entre as mesmas,

<l.>~1r", (3.10)
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Figura 3.11: Histograma do parametro v calculado para 1356 diferentes estruturas
globulares com 125 < N < 450 residuos, extraidas do PDB. Valor médio da dis-
tribuigao Yeqp = 0.32 £ 0.02. Os dois picos mais pronunciados correspondem aos
valores N =163 e N = 369.

indicaria em média a distancia efetiva entre dois elementos da cadeia. Como ja
observado na secao anterior, a grandeza 7, que mede uma possivel compactagao do
sistema nao sofre alteragao apreciavel com o tamanho da cadeia, desta forma a fim
de estudar a lei de poténcia proposta na Equacao 3.10 vamos considerar um nimero
fixo de carbonos C, (N = 300 aminodcidos) e variar apenas a fracdo f quanto a

largura ¢ de nossa distribuicao angular.

Na Figura 3.15, exibimos o comportamento tipico do comprimento de con-
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Figura 3.12: Histograma do tamanho N das 1356 diferentes estruturas globulares
utilizadas ao longo deste Capitulo. Os dois picos mais pronunciados correspondem
aos valores N =162 e N = 372.

torno < [. >, como funcao da distancia direta < r >, para uma média de 10*
amostras, compostas por motivos com estrutura secundaria tipo hélice-a, para di-
ferentes valores da largura da distribuigao §/7 e para f = 0.00. Na Figura 3.16,
realizamos o mesmo estudo utilizando agora f = 0.60. Como podemos perceber
deste resultados, o comportamento tipo lei de poténcia sugerida na Equacao 3.10 é
obtido, com uma clara mudanca do expoente 7, para distintos valores de 6 /7. Por

outro lado observamos também que o parametro f, nao controla o comportamento
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Figura 3.13: Histograma do parametro vy calculado para as 1356 diferentes estruturas
globulares, utilizadas no histograma da Figura 3.11, através do modelo proposto com
0/m =0.15 e com f = 60% de estruturas tipo hélice-a. Valor médio da distribuigao
V=060 = 0.32 £ 0.02. Os dois picos mais pronunciados correspondem aos valores
N =162 e N = 372. O valor de v das estruturas simuladas é determinado por
médias para 10* estruturas similares aquelas reais.

de n, evidenciando que diferentemente do expoente v, para o caso do raio de giracao,
o comportamento tipo lei de poténcia depende intrinsecamente aleatoriedade do sis-

tema relacionado com J/7.

Para confirmarmos as afirmagoes acima, realizamos um grande nimero de
simulagoes, variando 0/m e f. Estes resultados encontram-se na Figura 3.17, onde

apresentamos o comportamento de 7 como funcao de §/7 para: f = 0.00 (o), f =
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Figura 3.14: Figura esquematica exemplificando o cédlculo da distancia direta r
(vermelho) e do comprimento de contorno [;;, entre dois elementos (azul) de uma
estrutura bidimensional arbitréria.

0.60(0) e f = 1.00(A). Para cada ponto realizamos 10* amostras e fixamos o
numero de residuos em N = 300, o comportamento assintético para §/7 — 0 indica
que (n — 1), como comentado no inicio desta se¢ao, uma vez que apenas um angulo
é sorteado na construgdo do caminhante. No outro limite quando §/m — 1 todos os

angulos sdo possiveis e retomamos o caso de um caminahnte aleatério usual (n — 2).

3.3.3 O numero de coordenagao e a energia de contato.

Embora o raio de giracao seja um parametro macroscépico largamente uti-
lizado na caracterizacao do enovelamento protéico, ele é uma grandeza geométrica,
que nao leva em consideracao a sequéncia de aminoacidos que compoe uma proteina
especifica. Este é um ponto relevante para o estudo de conformacoes de uma cadeia
proteica, uma vez que residuos espacialmente préximos, mas nao ligados direta-

mente ao longo da cadeia, interagem fisicamente, estabelecendo ligacoes efetivas e
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Figura 3.15: Comportamento do comprimento de contorno < [. >, como func¢ao da
distancia direta 7, mediado sobre 10* amostras, e com uma variacao da largura da
distribuigao angular para trés valores 0/m = 0.00(0), 6/7 = 0.15 (0) e §/7 = 0.15
(A). Neste caso fixamos a fragdo de estruras tipicas f = 0.00.

contribuindo decisivamente para a estabilizacao do estado nativo. Como discutido
por Levitt e colaboradores [87], a maior parte das fungoes de energia utilizadas para
prever conformacoes protéicas depende de estimativas sobre o ntimero e o tipo de
contato entre os residuos. Ademais, a descoberta de que um pequeno numero de
contatos, formados nos primeiros estagios do processo de enovelamento, sao decisi-
vos para a estabilizagao da estrutura final da proteina, indica a necessidade de um
estudo mais aprofundado do nimero de contatos e da energia entre estes contatos,

para o modelo. Para determinarmos o nimero de contatos em uma dada estrutura
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Figura 3.16: Comportamento do comprimento de contorno < [, >, como fung¢ao da
distancia direta r, com os mesmos parametros da figura 3.15. Aqui fixamos a fracao
de estruturas tipicas f = 0.60.

procedemos da seguinte forma:

1. Construimos uma estrutura composta por N residuos (designados por seus
carbonos Cj, i = {1, ..., N}) determinando as coordenadas cartesianas de cada

um deles.

2. Tomando uma esfera de raio r., centrada num dado residuo k£, computamos o
numero de residuos, nao sequenciais dentro deste raio (para ilustragao ver a

Figura 3.18).

3. Repetimos o procedimento para cada residuo. Excluindo a possibilidade de
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Figura 3.17: Comportamento de n como fungao de §/7 para f = 0.00 (o), f

0.60(0) e f = 1.00(A). Para cada ponto realizamos 10* amostras e fixamos o
numero de residuos em N = 300.

computarmos O Imesmo par duas vezes.

N N
Ne = kz: Z A(ry, —ry),
—1

(3.11)
T Gk LiAE-)
onde a funcdo A(ry —r;) ¢é definida por:
0 se|(ry—r;)| >r.
Alry —1;) = e = ;) (3.12)
1 sel(ry —r;)| <re,
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r, e rj sao, respectivamente, as posicoes do k-ésimo e do j-ésimo carbono alfa da
estrutura, e r. é o raio de contato caracteristico para motivos tipo hélice-a e folha-f3
r. = TA. Conjugada & definicio do nimero de contatos também utilizamos, como
proposto por Tang e colaboradores [90], o nimero médio de coordenagao z. para

uma estrutura, definido por:

Ne
< Zp >= —, 3.13
2o >= (3.13)

como forma de caracterizar o nimero médio de contatos de um dado residuo.

Figura 3.18: Exemplo do cédlculo do niimero de contatos para uma estrutura bidi-
mensional arbitraria. Nesta figura, o elemento indicado possui 28 contatos.

Estabelecida a metodologia empregada, podemos passar a andlise dos resulta-
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64 Modelo de caminhantes angulares Gaussianos

dos obtidos para o nimero de contatos. Inicialmente verificamos o comportamento
do nimero de contatos n. como funcao do numero de residuos na estrutura N.
Neste estudo, inicialmente fixamos o valor de /7 = 0.15 (valor que maximiza o
« A A0 : x 4.
parametro de compactacao” ) e variamos a fracdo f de estruturas secundarias.
Na Figura 3.19 exibimos o comportamento do nimero de contatos n. como funcao
de N, enquanto que na Figura 3.20 o nimero de coordenacao médio z., nesses casos

utilizamos como estruturas secundarias apenas motivos tipo hélice-as.

3325

ROO0O0OO
OO BMANO
elolololole)

—h —h —h —h —h —h

| | |
130 195 292 438
Log (N)

Figura 3.19: Comportamento do niimero de contatos < n. >, como fun¢ao do com-
primento da cadeia N, para diversos valores da fracao f. Em todas as simulagoes
utilizamos como motivos apenas estruturas tipo hélice-o e mediamos sobre 10* amo-
stras. As retas em preto sao ajustes seguindo o comportamento de escala proposto
na Equacgao 3.14.

Como observado na literatura [90] o comportamento do nimero de contatos
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n. ¢ praticamente linear, como o ntimero de residuos N, de forma que uma relacao

de escala do tipo:

< ne >~ NX, (3.14)

fornece um expoente y muito préximo a xy = 1.00, como podemos observar na Tabela

3.2.

1 0.80 | 1.14 £ 0.01 |
[ 1.00 | 1.10 £ 0.01 |

VR
10.00 | 1.16 £ 0.01 |
10.20 [ 1.17 £ 0.01 |
1040 [ 1.17 £ 0.01 |
1 0.60 | 1.16 £ 0.01 |
|
|

Tabela 3.2: Valores dos expoentes y e respectivos desvios obtidos através da relagao
de escala definida na Equacao 3.14, como funcao da fracao f

O comportamento linear do numero de contatos, é melhor observado para
sistemas com maior nimero de residuos presentes na cadeia protéica, de forma que
o numero médio de coordenacao < z. > apresenta uma saturagao para grandes
valores de IV, como evidenciado na Figura 3.20.

Assim como no estudo do “parametro de compactagao” -, procuramos com-
parar os resultados obtidos para o nimero de coordenacgao, através de nossas si-
mulagoes com dados experimentais. Para tanto selecionamos 1356 estruturas do
PDB, como critério procuramos cadeias globulares, possuindo um nimero 125 <
N < 450 de aminoacidos. Destas, isolamos apenas seus carbonos C\,. De posse do

tipo dos aminoacidos e das coordenadas destes carbonos, pode-se calcular o nimero
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- £=0.00
» £=0.20
> £=0.40
S %7 f=0.60
f=0.80
- £=1.00
4+ |
o ,
3, —

| | | | | | |
150 200 250 300 350 400 450

N

Figura 3.20: Comportamento do niimero médio de coordenacao < z. > como fungao
do comprimeto da cadeia N, para os mesmos parametros utilizados na Figura 3.19.
Observe o comportamento de saturagao para grandes valores de N.

de coordenacao para estas estruturas, por meio da metodologia discutida anterior-
mente, e comparar com aquelas geradas pelo modelo proposto. Na Figura 3.21
confrontamos diretamente o nimero de coordenacao calculado para todos os siste-
mas do banco de dados (em preto), e seus equivalentes simulados, cada um mediado
sobre 10* estruturas, para distintos valores de f = (vermelho), f = 0.20 (azul),
f =0.40 (verde), f = 0.60 (laranja), f = 0.80 (ciano) e f = 1.00 (lilds). Tanto nas
simulacées, quanto no caso das estruturas reais utilizamos raio de contato r, = 7A.
No caso dos resultados do modelo, fixamos /7 = 0.15 e utilizamos uma mistura de

motivos a-hélcie e folha-(.
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Os resultados, descritos na Tabela 3.3, apontam que estatisticamente, a
maxima sobreposicao entre a distribuicao experimental e aquelas simuladas ocor-
reria para 0.60 < f < 0.80, em concordancia com a predi¢ao obtida através do
“parametro de compactacao” -, isto é a fracao f = 0.60 é aquela que melhor carac-

teriza as estruturas reais. Em particular nfP? = 4.0 + 0.2 e nf=%%0 = 4,3 +0.2.

— 500 — 500 ]
f=0.00 |00l f=020 | L f=0.40_|
— 300 — 300 ]

—500 —

—500 — —
—400 — —400 — f=1.00 —
—300 — — 300 — —
—200 — —

—100 — —

|
6 8 10 2 4 6 8
I I I

— 200 - — 200} ]
100 |- — 100 -
. 0
—200
—100
N | 1 1 O LII'I‘ 1
4 4

| | I|I||
6 8 10 2 0

I
I
6 8 10 2 4 6 8 10

Figura 3.21: Distribuicoes dos valores do nimero de coordenacao z. obtidas pelo
modelo para diversos valores da fragdo f = 0 (vermelho), f = 0.20 (azul), f =
0.40 (verde), f = 0.60 (laranja), f = 0.80 (ciano), f = 1.00 (lilds) e para 1356
diferentes estruturas extraidas do PDB (preto). Em todas as simulagoes utilizamos
10* amostras, largura §/7 = 0.15 e raio de contato 7. = TA.
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7 [ <z> ]
1 0.00 \83i04\
1020 |6.6+04]
1040 [53+0.3]
1060 [43+0.2]
10.80 [3.5+0.1]
100 |3.1£0.1]
|

| PDB [ 4.0 £0.2 |

Tabela 3.3: Valores dos nimeros de coordenagao e respectivos desvios para as dis-
tribuigoes da Figura 3.21, como funcao da fragao f, e para 1356 estruturas do PDB

Até o momento discutimos aspectos geométricos das cadeias geradas através
de um modelo de caminhante aleatério minimalista. Vimos que a relacao de es-
cala entre o raio de giragao dessas estruturas, estd muito proxima aquela obtida
experimentalmente. Observamos que o nimero de médio de coordenacao também
consegue capturar as caracteristicas basicas de sistema reais e que a fracao de estru-
turas secundérias f = 0.60, indica a situacao de maxima compactacao para todas as
estruturas. Contudo o modelo nao se fundamenta numa dinamica de minimizacao de
energia, ou seja, nao foi expolrado o espaco das possiveis configuracoes em busca de
uma configuracao mais estavel. As configuragoes sao obtidas por meio de potenciais
implicitamente descritos apenas pelos angulos diedrais ® e ¥. Neste ponto, uma
pergunta pertinente pode ser colocada: as conformagoes geradas por este modelo
seriam capazes de incorporar de fato as interagoes entre os aminoacidos que formam
uma cadeia protéica? Para responder a esta pergunta precisamos saber se estruturas
geradas por este modelo encontram similares de energia em cadeias protéicas reais.

Nesta abordagem utilizamos a seguinte metodologia: partindo das mesmas

cadeias utilizadas para o estudo do nimero de coordenacao, construimos, para cada
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cadeia do banco de dados (PDB), 10* estruturas através de nosso modelo decorando-
as com sua sequencia primaria de aminoacidos. Para o processo de “decoracao” de
cada configuracao, utilizamos os valores contidos na Tabela V proposta por Miya-
zawa e Jernigan [59], classicamente utilizada nesse tipo de abordagem [73]. Para de-
terminarmos a energia de contato das estruturas, utilizamos uma definicao que leva
em conta apenas os aminoacidos que estao em contato, como definido na Equacao

3.12, desta forma:

E= %Z Z €>\k)\].A(I'k—I‘j), (315)

=1
(k jA Rt 1, k1)

onde a funcdo A(ry — r;) é definida como na Equacao 3.12, r, = 7.0A, A\, é 0
tipo de aminodcido que se encontra na posicao ry, A; é o tipo de aminodcido que
se encontra na posigao rj, £,, ¢ a energia de interagao entre estes aminoacidos,

medida em unidades de RT', como estabelecido em [59] e N é o tamanho da cadeia.

Isto posto, podemos analisar a distribuicao de energia para as diversas estru-
turas geradas com a variacao da fragao f, e comparar estes resultados com a energia
computada a partir das cadeias originais contidas no banco de dados (PDB). Para
estas simulagoes utilizamos 6 /7 = 0.15 e motivos compostos por uma mistura equi-
tativa de estruturas secundarias tipo hélice-a e folhas-3. Na Figura 3.22 exibimos
o comportamento das distribuigoes de energia encontradas seguindo a metodologia
acima descrita em cada um dos graficos comparamos diretamente a distribuigao
obtida através das cadeias reais (preto) com aquelas obtidas por simulagao para
diversos valores de f = 0 (vermelho), f = 0.20 (azul), f = 0.40 (verde), f = 0.60
(laranja), f = 0.80 (ciano) e f = 1.00 (lilds). A comparagao entre graficos, mais

uma vez indica que o valor f = 0.60 é aquele que melhor descreve os resultados
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experimentais. Uma andlise estatistica, comparando as distribuicoes experimental
(preto-PDB) e simuladas para f = 0.60 (em laranja), revela que o valor médio
Eppp = —11.4 £ 0.81 (u.a.) enquanto Es_gg = —9.84 £ 0.71 (u.a.). A Tabela 3.22
exibe a dependéncia da energia F(u.a.) como func¢ao da fragao f de estruturas em
hélice-a eou folha-(3. E importante notar que neste estudo utilizamos cadeias com

numero de residuos distintos, o que mais uma vez corrobora a robustez do modelo.

| f | E(ua.) |
[ 0.00 [-22.0 £ 2.0 |
1020 [-17,7£1.6 |
1040 [-143 £1.3]
060 |-11.6 £ 1.0 |
1080 [ -95+0.7 |
[ 1.00 | -84 £0.6 |
|

| PDB | -11,1 £ 0.8 |

Tabela 3.4: Valores das energias médias e desvios para as distribuicoes da Figura
3.22, como fungao da fracao f, e para as 1356 estruturas do PDB

Sumarizando, os resultados expostos nesse capitulo, revelam que um mo-
delo minimalista, para a construcao de cadeias protéicas, baseado num caminhante
alatorio, cujos angulos de deflexao seguem uma distribuicao de probabilidades Gaus-
siana, fornece uma descricao qualitativa muito préxima aquela dos dados experimen-
tais. Obtivemos particularmente boas concordancias para: o expoente de escala v,
o numero de contatos n., o numero de coordenagao z. e para a energia de con-
tato E. Resaltamos, ainda, que o fator decisivo na construcao destas estruturas,
esta relacionado com a estocasticidade do modelo, aqui representada pela largura
da distribuicao de probabilidades angular ¢, ou seja, segundo o modelo proposto as

flutuagoes exerceriam um papel fundamental na estabilidade destas conformacoes.

Tese de Doutorado



400

300

200

100

3.3 Analise das grandezas relevantes

71

300

200

‘|100

400

300~ f = 0.40

200 |~

100 —

1 | 1 | LJ
-10

0
-40 -30 -20
400 T I T I T I T 400 T I T I T I T 00 T T T T
300 —{300 —BOO f=1.00
200 — —200 —00 -
100 - -1100 —00
0 ] | ] | Judl ] 0 L | I | Lm, 1 0 1
40 -30 20 -10 o -40 -30 -20 -10 0 -40 -30 -20 -

Figura 3.22: Histogramas das distribuicoes de energia (em u.a.) obtidas pelo modelo
para diversos valores da fracao f = 0 (vermelho), f = 0.20 (azul), f = 0.40 (verde),
f =0.60 (laranja), f = 0.80 (ciano), f = 1.00 (lilds) e para 1356 diferentes estru-

turas contidas no PDB (preto).
§/m = 0.15 e raio de contato r, = TA.

Em todas as simulacoes utilizamos 10* amostras,
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Capitulo 4

Aspectos multifractais de séries
temporais da energia potencial de

polipeptideos

“O mundo todo marcado a ferro, fogo e desprezo. A vida € o fio do tempo, a morte
o fim do novelo. O olhar que assusta anda morto. O olhar que avisa anda aceso.

Mas quando eu chego eu me perco. Nas tramas do teu segredo.”

Dori Caymmi e Paulo César Pinheiro - Desenredo

4.1 A energia potencial de proteinas

No Capitulo anterior, estudamos caracteristicas estruturais de proteinas com
um modelo que se propunha a descrever o estado enovelado de cadeias protéicas,
sem nos preocuparmos em expor os mecanismos dinamicos que levariam o sistema

de seu estado desenovelado, para seu estado nativo. E sabido que tais mecanismos
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envolvem um profundo entendimento das interacoes entre os aminoacidos, presentes
em sua estrutura primaria, e as moléculas que compoem o solvente, onde o sistema
encontra-se embebido. Por outro lado, o estado enovelado representa para o sistema
uma condicao de estabilidade termodinamica, onde se presume, que as atividades

biologicas da protéina se desenvolvam.

O principal obstaculo no estudo das conformagoes intermediarias que con-
duzem o sistema ao seu estado enovelado (nativo), deve-se ao significativo nimero
de graus de liberdade envolvidos no processo. Este fato induz o aparecimento de
inimeros estados de minimas energias, proximos ao minimo global do sistema. Isso
implica que as hiper-superficies de energia potencial sao N-dimensionais e nao con-
vexas. Desta forma as investigagoes destas hiper-superficies s6 podem ser feitas
numericamente. Entre os métodos utilizados nas simulagoes computacionais desta-
camos: o método de Monte Carlo (MC); a Dinamica Molecular (MD); o “Generalized
Simulated Annealing” (GSA)[70] e o “Generalized Genetic Algorithm” (GGA)[94].
Tipicamente, o espectro (série) temporal de proteinas apresenta-se com um perfil
bastante irregular, que lembra em alguns aspectos os chamados movimentos Brow-

nianos fraciondrios [95].

Em 2001, Moret e colaboradores [49] aplicaram uma metodologia que com-
bina a técnica GSA com dindmica molecular, implementada na rotina THOR [96,
97], com o intuito de analisar perfis da hipersuperficie de energia potencial de
proteinas em funcao do tamanho do sistema. Os resultados obtidos para os per-
fis indicam que os valores locais das energias sao distribuidos de forma bastante
irregular sobre a hiper-superficie; e que diferentes regioes do espaco de fase apresen-

tavam perfis com uma grande similaridade entre si.
Anteriormente, Lidar e colaboradores [98] realizaram simulagoes de dinamica
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molecular (programa MOIL), para obter séries temporais de energia potencial de
alguns sistemas moleculares, tais como: mioglobina; polialaninas, com N = 16
residuos, entre outros. Basicamente, todos os sistemas investigados foram submeti-
dos a uma temperatura 7' = 300K e um tempo de simulacao no intervalo 10 < t < 25
picosegundos. O objetivo principal da investigagao era, usando um método variacio-
nal de andlise fractal (“e-variation method”), estudar as propriedades fractais das
séries de energia potencial em funcao do tempo. Para todos os sistemas analisados,
os principais resultados obtidos por eles foram: o valor da dimensao fractal (ex-
poente de rugosidade) depende fracamente da temperatura; aumenta com o tempo,
mas lentamente, quanto maior for a proteina. Mostraram, também, que a presenca
de estruturas hélices-a suaviza a rugosidade da séries. Observaram, ainda, indicios
de um comportamento universal, ou seja, diferentes sistemas tém sua rugosidade de-
scrita pela mesma dimensao fractal e concluiram que: “a fractalidade das séries nao
estd associada a rugosidade da hiper-superficie de energia potencial, nem as proprie-
dades topolégicas da proteina”. Confirmar se este cenario sobrevive a uma andlise
fractal, com uma técnica capaz de vasculhar detalhes finos das séries, tornou-se uma

questao a ser esclarecida.

No entanto, uma andlise dos mesmos perfis, nao em funcao do tempo, mas
em funcao do nimero de angulos diedrais, constatou que estes perfis sao objetos
multifractais, caracterizados pelos chamados espectros f(«) [49]. Além disso, foi
observado que tais espectros sao sensiveis ao nimero de graus de liberdade do sis-
tema, mostrando que a dimensao do espaco de fase influencia a acessibilidade de
partes da hiper-superficie, determinando as regides permitidas e nao-permitidas.
Este resultado é de fundamental importancia numa possivel elucidagao do Paradoxo

de Levinthal, uma vez que existiriam conformacoes simplesmente inacessiveis ao
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sistema, o que diminuiria seu tempo de busca por um minimo global de energia.
Neste Capitulo, pretendemos apresentar uma abordagem para a caracte-
rizacao multifractal da rugosidade da hiper-superficie de energia potencial, em fungao
do tempo, para estruturas moleculares chamadas de polialaninas. Neste contexto, as
paisagens de energia potencial serao tratadas como séries temporais. Investigaremos
de que modo ocorre a visita ao espago de fases do sistema, ao longo do tempo, e
quais sao os principais efeitos provocados pelas mudancas na temperatura e no ta-
manho do sistema, na sua evolucao dinamica. A justificativa, motivacao e detalhes

sobre técnica utilizada, em nosso trabalho, serao apresentadas em seguida.

4.2 Dinamica molecular dos sistemas protéicos

Simulagoes de dinamica molecular tém sido bastante utilizadas, para estu-
dar o problema do enovelamento de proteinas [99, 100]. Em geral, as simulacoes
envolvem um grande esforco computacional, pois a integracao das equagoes de mo-
vimento deve ser feita para um sistema muitas particulas. Quando se trata de
sistemas moleculares, é sabido que os mesmos podem adotar um numero signifi-
cativo de configuragoes, que aumentam com o numero de graus de liberdade do
sistema. Desta forma, calculos de dindmica molecular para sistemas protéicos en-
volvem, necessariamente, a definicao de potenciais efetivos, a partir dos quais a forga
resultante que atua sobre cada particula é determinada. Logo, a energia potencial
ou conformacional deve representar a contribuicao de todos os termos de potencial
que a constituem. Esta soma envolve as contribuicoes de energia potencial entre

atomos quimicamente ligados e nao-ligados, conforme descreveremos a seguir.

1. Potencial de ligacao: Oscilagoes nos comprimentos das ligagoes entre os
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atomos, em relagao a sua posicao de equilibrio r¢, devido as flutuagoes térmicas,

sao comumente descritas por fungoes harmonicas, tipo lei de Hooke:
V:EZK (Sm — 70)? (4.1)
s 9 - Sm\°om 0) - .

Nesse caso, a constante de acoplamento entre os atomos K depende nao sé
de suas massas, mas também da natureza da ligacao e, como regra geral, essas
constantes sao parametrizadas a partir do espectro de vibracao das moléculas

mais simples, formadas pelos mesmos tipos de dtomos.!.

2. Potencial dos angulos entre 3 atomos: De forma similar ao que acontece
com o comprimento das ligacoes, a vibracao dos angulos, determinados entre
trés atomos consecutivos, pode, também, ser modelado por meio de potenciais

harmonicos:

1
Vp = 5; K, (0, — 60)%, (4.2)

onde Ky, ¢ uma constante de Hooke efetiva da ligacao obtida através dos

espectros de energias rotacionais da moléculas.

3. Potencial dos angulos diedrais improéprios: Comumente a vibracao entre
os dois planos formados por um atomo central i, que se encontra ligado a
outros trés atomos (j,k e ), é descrita também por meio de um potencial

harmonico:

1 2
V, = 52 K, (ws —wp)?, (4.3)

onde w, é o angulo entre o plano formado pelos atomos ijk com o plano

!Quanticamente pode-se determinar a separacio entre cada nivel de energia do espectro vibra-
cional como sendo AE,;pra = h(=2—)Y/2 . onde u é a massa reduzida do sistema.
KSTVL ’
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formado pelos atomos jkl; e K, ¢ a constante de restitui¢ao do movimento
oscilatério. Este tipo de potencial é bastante utilizado com o objetivo de
manter a estrutura tetraédrica média dos carbonos C,,, ligados aos atomos de

hidrogénio, que compoem a proteina.

4. Potencial dos angulos diedrais préprios ou torcionais: Qualitativa-
mente, grande parte das mudancas conformacionais sofridas pelas estruturas
protéicas, advém de suas rotagoes em torno das ligacoes N-C,, e C,-C, cujas
diferencgas energéticas sao da ordem das flutuacoes térmicas. Desta forma, a
rotacao em torno dessas ligacoes, pode ser descrita por um potencial simétrico

definido por:
1
V¢ = 5 §n K¢n(1 + cos(mqf)n + ¢0)), (4'4)

onde o parametro m é o nimero de minimos para a tor¢cao de uma ligacao
quimica; Ky, é a constante de acoplamento da oscilacao e ¢y sao angulos
cujos valores sao determinados a partir de cédlculos quanticos em pequenas
moléculas ou de dados experimentais oriundos de espectroscopia de raios-X
e ressonancia magnética nuclear (NMR). E importante salientar que sao os
angulos diedrais C-N-C,-C(¢) e N-C,-C-N (1) quem definem as estruturas

secundarias da proteinas.

5. Potencial de van der Waals: A interacao de van der Waals é uma com-
binacao de dois termos: um repulsivo, de curto-alcance e de origem quantica;
e um outro atrativo, de longo-alcance, que resulta da interacao entre os mo-
mentos de dipolo dos atomos, originados das flutuagoes nas distribuigoes de

carga de um determinado dtomo 2. O potencial de van der Waals, representa

2Essa interacdo de longo-alcance é também denominada de dispersdo de London.
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estados ligados com uma distancia caracteristica da ordem de 1.2 A a 2.2 A,

é descrito por:

Z Cia(ij)  Ce(ij)
— %5 T4

1<]
onde os parametros de acoplamento Ci5(ij) e Cg(ij) sdo obtidos a partir de

ajustes experimentais.

6. Potencial Coulombiano: Descreve as interagoes eletrostaticas, numa estrut-
ura protéica cujas origens estao relacionadas a dois efeitos: o primeiro, resulta
das deslocalizacoes eletronicas nos atomos, provocadas pelas suas diferentes
eletronegatividades; enquanto, o segundo é proveniente da interacao entre gru-
pos ionizaveis e o meio que circunda a estrutura, que usualmente é a agua.
Em conjunto, esses ingredientes proporcionam uma distribuicao “parcial” de
cargas nas proteinas, que da origem a um grande nuimero de interacoes dipo-

lares.

Nos métodos tradicionais de campo de forca molecular, as cargas sao, frequen-
temente, obtidas a partir de calculos ab initio de densidade de carga no estado
eletronico fundamental. Uma vez que é formado por um elevado ntimero de
interacoes fracas e de longo-alcance, o potencial eletrostatico é fundamental
na estabilizacao final da estrutura proteica. No que se refere aos solventes,
embora, muitas vezes os mesmos sejam tratados como meios continuos, ca-
racterizados por uma constante dielétrica efetiva ¢,., o advento de computa-
dores mais potentes, nos ultimos anos, tem possibilitado descri¢oes cada vez
mais precisas dos potenciais eletrostaticos, incluindo as vezes a prépria repre-

sentacao molecular do solvente. Em geral, o potencial Coulombiano é dado
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por:

1 4:4q;
Vag=— . 4.6
: 4#% €0€rTj (4.6)

Em resumo, devemos ressaltar que todos os termos, acima descritos, contribuem,

com valores caracteristicos distintos [101], para o potencial efetivo total V ({r;}):
V({Tz}) :‘/tg‘f"/@_’_v(z)—l_vw_{—vtudw_’_‘/ela (47)

que descreve toda a estrutura da macromolécula, em funcao do vetor posigao r; de

cada dtomo e de outros elementos efetivos da estrutura.

4.3 Séries temporais da energia potencial de po-
lialaninas

Nesta Tese, os calculos numéricos de dinamica molecular foram todos rea-
lizados com o auxilio de um eficiente c6digo computacional: o programa THOR [96],
desenvolvido para investigar estruturas de interesse biolégico, como, por exemplo,
proteinas. O cddigo inclui em sua arquitetura o campo de forga GROMOS [65], para
simular as interagoes atomicas na molécula. Especificamente, simulamos polialani-
nas com diferentes niimero de residuos, em diferentes temperaturas de equilibrio e
conformacoes iniciais.

Polialaninas sao utilizadas como protétipos para estudar o processo de eno-
velamento de estruturas em conformagoes hélice- a. No Capitulo 2, mostramos que

os momentos de dipolo elétrico, que surgem do desbalanceamento de cargas entre os

3Nesta abordagem somente dtomos de hidrogénio (H), covalentemente ligados aos &tomos de
oxigénio (O) ou de nitrogénio (N), sdo considerados explicitamente, enquanto que os grupos C Hy,
CHs e CHj3 sao considerados como uma unidade atomica.
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grupos NH e C'O das ligagoes peptidicas; as ligacoes tipo ponte de hidrogénio e as
interacoes de van der Waals sao ingredientes fundamentais no processo cooperativo
responsavel pela formacao de tais estruturas. Este processo é acelerado com o au-
mento do nimero de aminoacidos na estrutura. Desta forma, como assinalado por
Shoemaker e colaboradores [102], Moret e colaboradores [103] e Rogers [104], um
nimero critico minimo de aminoacidos é necessario, a fim de que sejam observadas
tais configuragoes. Do lado oposto, um ntimero critico superior, também, é esperado

devido a desestabilizacao provocada pelos efeitos entropicos.

Resultados experimentais relacionados a pequenos polipetideos e curtos frag-
mentos de proteinas, dao suporte ao quadro descrito acima, pois essas moléculas
nao formam hélices-a em meio aquoso. Os primeiros resultados atribuidos a uma
significativa formacgao destas estruturas em agua, préoximo a 0°C, foram obtidos
por Kim e Baldwin [105], usando fragmentos de ribonuclease A e por Marquesee e

colaboradores [106], usando polialaninas contendo 16 residuos.

Do ponto de vista computacional, diversas abordagens de dinamica molecular
em meio aquoso, foram propostas, com o intuito de analisar a questao da estabili-
dade dessas conformacoes. Assim, em trabalhos como os de Doruker e colaboradores
[107], verifica-se que polialaninas desenovelam-se numa escala de algumas centenas
de ps a uma temperatura de 350K. Numa abordagem similar, mas com um mo-
delo que trata o solvente explicitamente e a uma temperatura de 360K, Hitpold e
colaboradores [108] observaram que polipetideos, baseados em alaninas, com apro-
ximadamente 30 residuos, estabilizam num tempo da ordem de 30ns. Finalmente,
outro estudo, baseado em uma dinamica molecular para as coordenadas de torcao,
Bertsch e colaboradores constataram a formacao de hélices-a, para polialaninas com

20 residuos, em simulacoes de 0.5ns.
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Diversos resultados tedricos e experimentais, bem como os obtidos via si-
mulacoes computacionais, suportam a idéia de que a acessibilidade da hipersuperficie
de energia do sistema, depende de parametros como: o nimero de aminoacidos; a
constante dielétrica do meio e a temperatura do banho térmico, onde o mesmo se
encontra. Nesse trabalho iremos apresentar e discutir resultados de simulagoes de
dindmica molecular, utilizando o programa THOR[96], que inclui em sua estrutura
o campo de forca GROMOS [65], para polialaninas, com um niimero de residuos N

variando entre 8 e 18 aminoacidos, submetidas a diferentes temperaturas.

Em nossos cédlculos numéricos, um idéntico protocolo foi adotado em todos
os casos. Partimos de uma temperatura inicial T; = 1K, aquecendo o sistema, a
uma taxa de 5K /passo, até atingir a temperatura de equilibrio desejada. Trés tem-
peraturas de equilibrio foram consideradas: T = 275K, T' = 300K e T = 325K,
num meio continuo, aproximado por uma constante dielétrica relativa ¢, = 2. Os
incrementos no tempo da dindmica foram de 5107* ps, e em todas as simulacoes
foram realizados Ny, = 510® passos, até alcangarmos um intervalo de tempo da or-
dem de 25ns. Na contagem do tempo, descartamos o intervalo associado ao periodo
de termalizacao do sistema. Portanto, considerando somente os tiltimos 5ns de ob-
servacao, os resultados que obtivemos, para as séries temporais da energia potencial

de polialaninas, sao os mostrados nas Figuras 4.1; 4.2; 4.3 e 4.4.

Podemos constatar que em todos os casos analisados, as séries exibem rugo-
sidades tipicas das observadas em outros fenomenos complexos descritos por séries
temporais auto-afins [109]. Devemos observar ainda que, em cada temperatura, os
calculos foram realizados para valores de N entre 8 e 18 residuos, de forma que os
valores de N utilizados na apresentacao das séries: N = 10,12,15,17 e 18, no caso

T =275K; N =10,13,15,17 ¢ 18, em T = 300K e, finalmente, N = 10,14,15,17 e
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Figura 4.1: Séries temporais da energia potencial de polialaninas com diferentes
nimeros de residuos: N=10 (preto), N=12 (vermelho), N=15(verde), N=17 (azul) e
N=18 (laranja). Em todos os casos a temperatura final de termalizacdo é T' = 275 K.

18, para T' = 325 K; ilustram adequadamente o carater rugoso de todas as séries ana-
lisadas. Em particular, a Figura 4.4 exibe detalhes, numa escala de tempo reduzida,
da rugosidade embutida nas séries.

Na sequencia, discutiremos os resultados relacionados ao estudo que fizemos
sobre o comportamento da energia potencial, em fun¢ao do nimero de residuos, con-
siderando uma temperatura 7' fixa. Veremos que os resultados mostram importantes
aspectos relacionados a evolucao dinamica das proteinas.

A Figura 4.5 representa a energia potencial E de polialaninas, em fun¢ao do
nimero de residuos N, em T = 275. Observe que, inicialmente, os valores de energia
E crescem com o aumento de N, no intervalo entre 8 — 10 residuos. No intervalo

entre 11—12, os valores de E diminuem, alcangando um valor mais baixo em N = 12.
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Figura 4.2: Séries temporais da energia potencial de polialaninas com diferentes
nimeros de residuos: N=10 (preto), N=13 (vermelho), N=15 (verde), N=17 (azul) e
N=18 (laranja). Em todos os casos a temperatura final de termalizagao ¢ T' = 300K..

Em seguida, para N entre 13 — 15, novamente a energia aumenta com os valores
crescentes de N, mas volta a diminuir quando N = 16 e em N = 17 atingindo o
seu valor minimo. Finalmente, quando N = 18, a energia volta a crescer. Em geral,
espera-se que energia potencial aumente, em relagao a um minimo global, quando

as cadeias protéicas se tornam mais longas [99, 71].

A Figura 4.6 refere-se a energia potencial E em funcao de N, quando a tem-
peratura é fixada em T = 300K. Podemos observar qua a energia apresenta um
comportamento similar ao do caso anterior, mas a primeira tendéncia de cresci-
mento de E ocorre no intervalo entre 8 — 11 residuos. Em seguida, temos duas
quedas sucessivas em N = 12 e N = 13. Para o intervalo compreendido entre

14 — 16, a energia volta aumentar, diminui em N = 17 e depois, muda novamente o

Tese de Doutorado - Departamento de Fisica - UFPE



84 Aspectos multifractais de séries temporais da energia potencial de polipeptideos

70

ettt ity g
60

501 B
_
g L«w ) N=10
g NPt P AR A Ay S A A S A s b e s s | — =
% 40 — N=14
r 1 N =15
Sl 1 N=17
EJ/ N =18
20 -

{

| | | |

9 1 2 3 4
t (ns)

Figura 4.3: Séries temporais da energia potencial de polialaninas com diferentes

nimeros de residuos: N=10 (preto), N=14 (vermelho), N=15 (verde), N=17 (azul) e
N=18 (laranja). Em todos os casos a temperatura final de termalizacdo é T' = 325 K.

comportamento, ou seja, atinge o seu maior valor em N = 18.

Os resultados encontrados, em T = 325K, para a energia E em funcao de
N, sao mostrados na Figura 4.7. Neste caso, vemos que o aumento de temperatura
amplia o intervalo de crescimento inicial da energia, para a regiao entre 8 — 15
residuos; o valor minimo acontece em N = 14; e, entre 16 — 18 residuos ocorrem

dois aumentos sucessivos, seguido de uma queda para N = 18.

Para compreendermos essa dependéncia da energia potencial em relagao ao
numero de residuos, uma vez fixada a temperatura, devemos associa-la ao processo
dinamico de formacao de estruturas intermediarias que ocorre ao longo do tempo.
Dois cenédrios confirmam esta relacao: o primeiro, baseado em teorias sobre o eno-

velamento de proteinas, inspiradas na analise de hiper-superficies de energia confor-
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Figura 4.4: Detalhes da regiao entre 2ns e 3ns, para séries temporais com N=10
residuos e diferentes temperaturas de termalizagdo: T' = 275K (preto), T' = 300K
(vermelho) e T' = 325K (azul).

macional, assegura que, em média, a energia deve diminuir, quanto mais estruturas
intermediarias vao se formando ao longo do processo de busca da estrutura nativa
[71, 110]; o segundo, ampara-se na constatagao de Moret e colaboradores [103] de que
as polialaninas adquirem estaveis estruturas secundarias, especificamente, hélices-a,
quando o numero de residuos N for maior ou igual a 13.

Em principio, podemos admitir, que os resultados que obtivemos estao con-
dizentes com as observagoes acima citadas, pois se tomarmos o caso T = 300K, o
menor valor de energia acontece extamente em N = 13 (ver Figura 4.6). Provavel-
mente, o crescimento inicial da energia, para N entre 8 — 11, pode ser atribuido ao
fato de que, neste intervalo, a nucleacao de estruturas secundarias ainda é pequena

e as proteinas tém grande mobilidade. Entao, as flutuacoes térmicas e o aumento
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Figura 4.5: Energia potencial das polialaninas em funcao do nimero de residuos,

em 1T = 275K.

no numero de residuos favorecem o aumento da energia conformacional.

Por outro lado, nossos resultados sugerem que, entre 14 — 18 residuos, o
aumento da energia E, esta associado ao surgimento de novos e crescentes dominios
de estruturas secundarias, do tipo hélice-a, em virtude do aumento no nimero de
pontes de hidrogénio, ao longo da cadeia protéica, que sao as interagoes responsaveis
pelo aumento na estabilidade do sistema. Em N = 17, a polialanina alcanga uma
nova fase de estabilidade, enquanto, em N = 18, a energia volta crescer, devido, ao
que parece, a combinacao de dois efeitos: o aumento no ntimero de residuos e do
numero de hélices-a.

No caso T' = 275K, ou seja, quando diminuimos a temperatura, constatamos
que a energia apresenta dois minimos: em N = 12 e em N = 17 (ver Figura 4.5).

Comparando com a situacao, acima descrita, para T = 300K, isto parece indicar
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Figura 4.6: Energia potencial das polialaninas em fun¢ao do nimero de residuos,
em T = 300K.

que, numa temperatura mais baixa, o nimero critico de residuos, para estabilizar
as estruturas em hélice-a deve diminuir, que no, presente caso, seria igual a 12. Em
relacao ao comportamento de E, para os demais valores de N, podemos considerar

que se deve, também, ao aumento no nimero de residuos e, consequentemente, do

numero de hélices-a.

Finalmente, analisando o que acontece quando aumentamos a temperatura,
ou seja, para 1" = 325K, podemos constatar na Figura 4.7 a existéncia de dois
minimos de energia, que surgem em N = 14 e N = 18. Logo, quando a temperatura
aumenta, apenas um residuo a mais na estrutura é necessario, para iniciar o processo
de formagao de estruturas secundérias (N = 14). A proteina apresenta uma grande

estabilidade em N = 18; e para os outros valores de /N, o comportamento da energia
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Figura 4.7: Energia potencial das polialaninas em fun¢ao do nimero de residuos,
em T = 325K.

é analogo aos dos casos anteriores.

Portanto, levando em conta de que a rugosidade das séries de energia poten-
cial representam paisagens da hiper-superficie de energia conformacional de proteinas,
uma caracterizacao cuidadosa das flutuacoes estatisticas presentes nas séries se faz
necessaria. O objetivo é o de captar, nos dados contidos nas séries, informacoes sobre

o comportamento dinamico do sistema. Para realizarmos essa tarefa aplicaremos a

metodologia MF-DFA | conforme descreveremos na sec¢ao seguinte.

4.4 O método MF-DFA

Muitos sistemas fisicos e bioldgicos nao apresentam uma escala de compri-
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mento ou de tempo caracteristico, de forma que algumas de suas grandezas exibem
correlagoes espaciais ou temporais de longo alcance, descritas por leis de poténcia
[111, 112]. De forma geral, o estudo da dinamica desses sistemas, envolve a carac-
terizacao estatistica das correlagoes de longo-alcance, presentes nas séries tempo-
rais, associadas a esses sistemas. Esta tarefa encontra algumas dificuldades, se as
séries apresentarem propriedades estatisticas heterogéneas, ou seja, flutuagoes locais

préprias ou induzidas, que introduzem tendéncias nas mesmas.

Portanto, precisamos usar técnicas que levem em conta essa possibilidade,
devido ao fato de que as tendéncias podem provocar comportamentos “espirios”, que
afetam as correlacoes presentes nas séries. Nos tltimos anos, as principais técnicas
utilizadas para eliminar tendéncias em séries temporais sao: a técnica de Andlise
de Flutagoes Destendenciada DFA (Detrended Fluctuation Analysis) e o método da
transformada de ondaletas ( Wavelets Transform) [113, 114]. Ambas as técnicas se
baseiam em ajustes polinomiais locais, para tratar adequadamente as tendéncias
locais em diferentes segmentos da série. Em particular, DFA tem sido empregada
com eficiéncia em problemas de diversas areas como, por exemplo: sequéncias de
DNAJ115]; andlise de batimentos cardiacos [116]; economia [1]; meteorologia [117];

astrofisica [118], entre outros.

Em geral, a opcao de aplicar DFA nesses estudos, se deve a sua facilidade
de implementacao, pois trata-se de uma ferramenta que permite analisar, em séries
temporais auto-afins, estacionarias, o papel das tendéncias, bem como realizar de
maneira eficiente uma estimativa das correlagoes de longo-alcance, através de um
unico parametro: o expoente de escala o ou expoente H de Hurst. Devemos salientar
que o tipo de correlagao nas séries estacionarias depende do valor encontrado para

o expoente H, pois quando a H = 0.5 o sinal é descorrelacionado (ruido branco
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ou Gaussiano), enquanto para a H < 0.5 temos anti-correlacao (anti-persisténcia) e
para a H > 0.5 dizemos que existe correlagao (persisténcia)[95].

Contudo, a técnica de DFA nao fornece resultados satisfatérios quando con-
frontada com séries temporais nao estaciondrias, ou seja, séries que sao afetadas por
tendéncias locais, pois neste caso, diferentes partes da série exibem distintos com-
portamentos de escala. Logo, essas séries nao sao descritas completamente por um
unico expoente H, uma vez que diferentes segmentos da série apresentam flutuacoes
caracterizadas por distintos valores de H. Neste caso, o formalismo adequado para
determinar a distribuicao de valores dos expoentes de escala é a andlise multifractal.

Nos ultimos anos, tém crescido o niimero de trabalhos voltados para a carac-
terizacao de multifractalidade em séries temporais, nao estaciondrias, constituidas,
principalmente, de dados experimentais [119]. Embora, nesses problemas, possamos
aplicar andlise de ondaletas [114]; nesta Tese, utilizaremos a generalizac¢ao da técnica
DFA proposta por J.W. Kanterlhardt e colaboradores [120], para investigar séries
temporais de energia potencial de proteinas.

Esta generalizacao denominada MF-DFA | Multifractal Detrended Fluctuation
Analysis ou Andlise Multifractal de Flutuacoes Destendenciadas, tem sido aplicada
com sucesso em: sequéncias de DNA [121], meteorologia [122], sismologia [123], entre
outras. Além disso, a mesma é, também, de facil implementacao e tem demonstrado
excelente perfomance na obtencao de resultados relacionados, tanto a dados artifi-
ciais, quanto aos reais, em comparacao ao desempenho da andlise de ondaletas, para
os mesmos sistemas [119]. Na sequéncia iremos descrever, brevemente, o método

MF-DFA.

A aplicacao da técnica MF-DFA consiste dos seguintes passos:

1. Considere sobre um suporte compacto, uma série u(i), i = {1, ..., Nypas }, onde
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Npae € 0 comprimento da série, para determinarmos o seu perfil (série inte-

grada), ou seja,

y(i) = [u(k)— < u >, (4.8)

onde < u > é a média tomada sobre todos os valores da série original u(7);

2. Divida o perfil em Ny caixas (segmentos disjuntos) de igual tamanho s. A
particao da série deve ser feita duas vezes: do inicio ao final da série e no sentido
inverso, gerando um total de 2NN, segmentos. Cada caixa v tem sua propria
tendéncia local, que pode ser aproximada através de um ajuste polinomial de

ordem m, que sera subtraido dos dados, representado pela varidvel de ys(7);

3. Calcule a tendéncia local y,(i) em cada um dos 2N, segmentos de tamanho s.

Em seguida, determine o desvio quadratico médio ou variancia da flutuacao

associada a cada segmento:
1< : .
Fs,0) = S (ol - Vs +i =) v={L.. N} (49
i=1

4. Agora, faca uma média sobre todos os 2N, segmentos, para obter a funcao de

flutuacao de ordem g¢:

v=1

2N, 1/q
Fy(s) = {;V Z[F%s,u)]q/?} ; (4.10)

onde, em geral, a varidavel ¢ assume valores reais.

5. Finalmente, analisando graficos log-log de Fj,(s) em funcao de s, para cada va-
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lor de ¢, podemos determinar o comportamento de escala da funcao flutuacao.
Se as séries u(i) apresentarem correlagoes de longo-alcance, entdo para valo-
res crescentes de s, as funcoes Fj(s) também crescem, seguindo uma lei de

poténcia do tipo:

F,(s) ~ 8", (4.11)

onde h(q) é denominado expoente de Hurst generalizado.

Um importante parametro desse método é a ordem m = 1, 2, 3... do polinomio
usado no ajuste dos dados em cada segmento. A escolha de m corresponde a
diferentes ordens de DFA, que diferem entre si na capacidade de eliminar as
tendéncias. Por exemplo, se m = 0, somente tendéncias constantes podem ser
eliminadas nas séries; se m = 1, tendéncias constantes e lineares sao elimina-
das; e assim por diante. O resultado obtido com MF-DFA é uma familia de
expoentes h(q), que para uma genuina série multifratal, formam uma fungao
descrescente de ¢, enquanto, se o sinal for monofractal h(g) independe de q.
Em particular, quando ¢ = 2, h(2) = H ¢é o classico expoente de Hurst. Por
outro lado, se ¢ < 0, h(q) captura as propriedades das pequenas flutuagoes,
enquanto para ¢ > 0 as grandes flutuacoes sao dominantes. Temos ainda
que, existe uma relacdo simples entre o expoente h(q) e o expoente de escala

multifractal 7(g), definida pelo formalismo multifractal [120]:
7(q) = qh(q) — 1. (4.12)

A funcdo 7(¢g) é uma das mais utilizadas representagdes, para espectros mul-

tifractais relacionados a medidas em séries temporais. Outras formas de ca-
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racterizar singularidades em séries multifractais sao: o espectro de dimensoes

generalizadas,
D(q) = ;(_Q)l, (4.13)
e o espectro de singularidades,
fla) = qla—h(g)] +1, (4.14)
tal que,
a = h(q) + qh'(q). (4.15)

Na préxima se¢ao, iremos apresentar os principais potenciais envolvidos nas
simulagoes de dinamica molecular, que realizamos para obtermos as séries temporais

da energia potencial de polialaninas.

4.5 Caracterizacao multifractal das séries de ener-
gia potencial

Para estimarmos os valores do expoente h(q) e, consequentemente, do espec-
tro 7(q), a partir das séries temporais obtidas e discutidas na se¢ao anterior, ap-
licamos a técnica MF-DFA (ver Secao 4.2). Inicialmente, calculamos as fungoes
flutuagoes F,(s) em funcdo do nimero de residuos e da temperatura. Em todos os
casos, utilizamos séries de comprimento Ny = 20000 pontos; escolhemos o paramtro

¢ no intervalo —10 < ¢ < 10, com passo Ag = 0.5; e, para encontramos o melhor
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ajuste linear dos dados, variamos, tanto a ordem m do polindbmio de ajuste das
tendéncias, quanto o valor da maior e da menor particao s da série.
A Figura 4.8 representa linearizagoes (gréficos log-log) da funcao flutuacao

F,

1(s) em funcao da escala s e do parametro ¢, para as séries mostradas na Figura

4.1, ou seja, com N = 10,12,15,17 e 18; e T' = 275K. Em média foram escolhidos
os valores de escala no intervalo 20 < s < 80 e as tendéncias foram aproximadas por
um polinémio de ordem m = 1. Conforme podemos observar, as estimativas obtidas
para os ajustes lineares dos dados atendem satisfatériamente ao comportamento de
escala previsto pela Equacao 4.11. Na Figura 4.9(a) mostramos os expoentes de h(q)
(valores das inclinagoes das retas ajustadas aos dados) em fungao de ¢; enquanto
a Figura 4.9(b) exibe o correspondente espectro multifractal, 7(¢) em fungao de g,

obtido com os respectivos valores de h(q).

7 L
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Figura 4.8: Comportamento de escala da flutuacao F,(s) em fungao da escala s,
para as séries temporais de energia exibidas na Figura 4.1 (T' = 275K).
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4.5 Caracterizagao multifractal das séries de energia potencial 95

Figura 4.9: (a) Expoentes de Hurst generalizados h(gq) em funcao de ¢. (b) Espectro
multifractal 7(¢) em funcdo de ¢. Os dados referem-se as polialaninas cujas F(s)
sao mostradas na Figura 4.8.

No caso das séries exibidas na Figura 4.2, ou seja, com N = 10,13,15,17 e
18; e T' = 300K, usamos um intervalo de escala 20 < s < 100 e um polinomio de
ajuste de ordem m = 4. Os resultados encontrados para a fungao flutuacao Fy(s) em
funcao da escala s e do parametro ¢, mostrados na Figura 4.10, seguem um tipico
comportamento de escala (ver Equacao 4.11). Os valores de h(g), associados aos
dados da Figura 4.10, sao os contidos na Figura 4.11(a), enquanto o correspondente
espectro 7(q) é mostrado na Figura 4.11(b). Finalmente, para as séries apresentadas
na Figura 4.3, ou seja, com N = 10,14, 15,17 e 18; e T' = 325K ; escolhemos 12 < s <
50 e um polinémio de ajuste de ordem m = 1. Os resultados encontrados para Fy(s);

h(q) e 7(q) sdo apresentados nas Figuras 4.12; 4.13(a) e 4.13(b), respectivamente.

De uma maneira geral, podemos afirmar que o conjunto de resultados apre-
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Figura 4.10: Comportamento de escala da flutuagao F,(s) em fungao da escala s,
para as séries temporais de energia exibidas na Figura 4.2 (7" = 300K).

sentados acima, indicam que as séries temporais investigadas exibem um tipico com-
portamento multifractal, que depende do nimero de residuos N na polialanina e da
temperatura 7" de equilibrio da mesma. No primeiro caso, T' = 275K, a fungao h(q)
descresce com o aumento de g e o espectro 7(¢) nao é uma funcao linear de g (ver
Figuras 4.9(a) e 4.9(b)). Em particular, para N = 12, vemos que a multifracta-
lidade é bastante atenuada. Além disso, podem ser observados diferentes regimes
de correlacao: para N = 10, a série é totalmente correlacionada; enquanto para
N = 15,17 e 18, temos um regime misto, ou seja, anti-correlacao quando ¢ > 0 e
correlacao, para alguns valores de ¢ < 0. A série identificada com N = 17 apresenta

regioes de correlagoes maiores do que as séries relacionadas a N = 15e N = 18.

No caso N = 12, nimero critico de residuos associado a formacao de hélices-

aem T = 275K, a série é totalmente anti-correlacionada. Desde que para este valor
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Figura 4.11: (a) Expoentes de Hurst generalizados h(q) em funcao de ¢. (b) Espectro
multifractal 7(¢) em funcdo de ¢. Os dados referem-se as polialaninas cujas F(s)
sao mostradas na Figura 4.10.

de N, a energia potencial é um minimo secundério (ver Figura 4.5), entdo devemos
admitir que a nucleagao de estruturas secundéarias altera a dinamica do sistema para
um regime anti-correlacionado, superando, portanto, a tendéncia de crescimento da

energia induzida pela agitacao térmica e o aumento do nimero de residuos.

Em relagdo a N = 17 (minimo global), a presenca de dois regimes de cor-
relacao pode ser atribuida: a um aumento da rugosidade da série, devido um
nimero maior de visitas ao espaco de fases (tempos de observacao longos) e ao papel
das hélices-a, na estabilidade da estrutura protéica, que dificulta a mobilidade da
proteina e suaviza a rugosidade da hiper-superficie de energia do sistema. No que

se refere a N = 15 ¢ N = 18, a tendéncia de crescimento na energia é amortecida

pelo forte crescimento dos dominios de hélices-«r, principalmente, quando N = 18,
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Figura 4.12: Comportamento de escala da flutuacao F,(s) em fungao da escala s,
para as séries temporais de energia exibidas na Figura 4.3 (T = 325K)).

que deve ser o sistema com o maior nimero de regioes em conformagoes hélice-a.

Um quadro anélogo ao descrito acima, acontece no segundo caso, 7" = 300K
(ver Figuras 4.11(a) e 4.11(b)) . Destaca-se sobretudo o comportamento das fungoes
h(q) e 7(q), referentes a N = 12 e 13, que possuem valores de energia muito préximos,
com N = 13 representando o minimo global (ver Figura 4.6). Para esses valores de
N, as séries sinalizam com uma dinamica influenciada por uma intensa nucleacao
de estruturas secundarias que compete com o crescimento da agitagao térmica, pro-
vocada pelo pequeno aumento de temperatura. No mais, em T = 300K, todos os

espectros sao multifractais.

Finalmente, para o terceiro caso, T' = 325K, encontramos séries com um
regime de correlagao mista para N = 13 e 17; anti-correlacionadas para N = 15 e

correlacionadas para N = 14 e 18, conforme as Figuras 4.13(a) e 4.13(b). Novamente
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Figura 4.13: (a) Expoentes de Hurst generalizados h(q) em fungao de ¢. (b) Espectro
multifractal 7(¢) em funcdo de ¢. Os dados referem-se as polialaninas cujas F(s)
sao mostradas na Figura 4.12.

atribuimos ao fraco comportamento multifractal para N = 15, ao relevante papel
exercido pelas hélices-a na dinamica do sistema, pois o processo de formacao dessas
estruturas aumenta nas cadeia mais longas. Por esta razao, N = 18 deve ser a

estrutura mais estavel, quando 7' = 325 K.
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Capitulo 5

Conclusoes e perspectivas

“Sabido € que todo o efeito tem sua causa, e esta € uma universal verdade, porém,
nao € possivel evitar alguns erros de juizo, ou de simples identificacao, pois
acontece considerarmos que este efeito provém daquela causa, quando afinal ela foi
outra, muito fora do alcance do entendimento que temos e da ciéncia que

Julgdvamos ter.”

José Saramago - A jangada de pedra

Estudamos, nesta Tese, aspectos espaciais e temporais do problema do eno-
velamento protéico. Procuramos nao apenas esclarecer os ingredientes fundamentais
por tras de diversos fatos experimentais, mas também tivemos o objetivo de sugerir
modelos e abordagens mais simplificados que permitissem abordar os mecanismos
do enovelamento protéico, seja do ponto de vista puramente estrutural ou dinamico.
Desta forma, no Capitulo 3 através de um modelo de caminhante aleatoério, obtive-

mos a relacao de escala entre o raio de giracao R, e o nimero de residuos na cadeia
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principal N,

R, ~ N”, (5.1)

para diversos valores da fragao f, de motivos tipo hélice-a e/ou folha-3, e do desvio
padrao da distribuigao de probabilidades angular §. Tal estudo permitiu observar
uma grande variedade de comportamentos, para expoente v, desde aquele totalmente
difusivo, onde v = 0.5, correspondendo ao limite em que § — m; passando pelo
valor minimo obtido por meio da teoria do colapso polimérico [124], onde v ~ 1/3,
correspondendo ao limite 6 — 0.157 e pelo predito pela teoria de Flory [82], onde
v = 0.60; chegando finalmente ao extremo de uma cadeia extremamente rigida, onde

v = 1.00, correspondendo ao limite de aleatoriedade nula (§ — 0).

Concluimos que a porcentagem f = 60% de motivos especificos e largura
0 = 0.157 sao os parametros de nosso modelo que determinam o expoente v mais
préximo aquele verificado experimentalmente ve,, = 0.40 £ 0.02; seja para o caso
hélice-a v, = 0.401 £ 0.002, folha-3 vz = 0.417 £ 0.002 ou para aquele em que
temos uma mistura equitativa dos dois motivos, anteriormente especificados, v, =
0.40940.002. Determinamos, também, o papel da fracao f no grau de compactagao
da estrutura, definida pela grandeza -, concluindo que o valor f = 0.60 também é
aquele que maximiza a razao entre o raio de giragao do sistema R, e a separagao

entre os dois elementos mais distantes na estrutura D,,q.-

Ainda, a respeito da fracao f, é importante ressaltar sua relevancia na dis-
tribuigao do nimero de coordenagao z. e da energia entre os contatos F, calculada
em nosso modelo, a partir da energia de interagao entre aminoacidos, como suge-
rida por diversos trabalhos na literatura [73]. Neste contexto, novamente, o valor

f = 0.60 é aquele que melhor descreve os resultados experimentais para cadeias
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protéicas globulares extraidas do PDB.

Estes resultados, abrem caminho para novas investigacoes acerca do papel da
estocasticidade da distribuicao angular, na determinacao de estruturas mais com-
pactas e do papel da energia entre os contatos, na estabilizacao destas estruturas. In-
dicando como perspectiva imediata a necessidade de um estudo sobre a dependéncia
da energia E entre os contatos e do parametro de compactacao v, com a largura da

distribuicao angular de probabilidades 9.

No Capitulo 4 desta Tese, estudamos as propriedades multifractais de séries
temporais da energia potencial de polialaninas. Foram analisadas cadeias protéicas,
com diferentes nimeros de residuos, em trés temperaturas de equilibrio. A inves-
tigacao foi realizada com uma abordagem de dinamica molecular combinada com
uma técnica de andlise estatistica, que nos permitiu caracterizar a rugosidade asso-

ciada as correlacoes temporais existentes entre as variaveis dinamicas das séries.

Neste trabalho, as séries temporais de energia potencial foram obtidas de
simulagoes de dinamica molecular usando o programa THOR [96] combinado com
o campo de forga GROMOS [65]. A metodologia MF-DFA (ver Secao 4.2) foi apli-
cada na andlise da rugosidade das séries. Tipicamente, nossos resultados mostram
que todas as séries analisadas exibem um comportamento multifractal que depende,
tanto do numero de residuos N, quanto da temperatura 7" do sistema. Além disso,
as propriedades multifractais das séries, representadas pelos espectros 7(q) ou pe-
los expoentes de Hurst generalizados h(q), revelam aspectos importantes sobre a

evolucao temporal do sistema.

Foi constatado, por exemplo, que quando o ntimero de residuos se aproxima
do nimero critico de residuos N, associado a formacao de uma quantidade signi-

ficativa de estruturas secundérias (hélices-«v), o regime de correlagao temporal do
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sistema ¢ alterado. Em N, = 12eT = 275K, a série é totalmente anti-correlacionada
e de maneira intensa no dominio das grandes flutuagoes (¢ > 0), mas 7(q) depende
fracamente de ¢, conforme Figura 4.9. No caso, N, = 13 e T' = 300K, o compor-
tamento das correlagoes €, também, totalmente anti-correlacionado, mas o espectro
7(q) é genuinamente multifractal e a rugosidade é mais acentuada na regiao das
pequenas flutuagoes (¢ < 0), como pode ser visto na Figura 4.11. Finalmente, para
N. = 14 e T = 325K, o espectro 7(q) descreve uma série totalmente correlacio-
nada, com um relativo predominio das pequenas flutuagoes (¢ < 0), como exibido
na Figura 4.13. Para os demais valores de N, nossos resultados mostram que os dois

regimes de correlagao estao presentes nas séries.

Portanto, a metodologia MF-DFA aplicada a séries temporais de energia
potencial de proteinas, especificamente polialaninas, permitiu revelar aspectos im-
portantes sobre a riqueza e complexidade, relacionada a evolucao temporal desses
sistemas, em busca de seu estado nativo. De fato, em funcao do nimero de residuos
e da temperatura, mostramos que a trajetoria da proteina é guiada, principalmente,
pela influéncia das estruturas secundarias, que vao sendo formadas ao longo do
tempo de simulagao, vasculhando a hiper-superficie de energia conformacional em
diferentes escalas de tempo. Em decorréncia disso, as séries de energia possuem

correlacoes temporais de longo-alcance multifractais.

Nossos resultados, sugerem, que embora alguns resultados obtidos, por Lidar
e colaboradores [98], como, por exemplo, a influéncia do tempo e das hélices-a na
rugosidade das séries sejam pertinentes; as demais conclusoes nao se confirmam, em
relacao aos nossos dados, pois o tempo de simulacao utilizado por aqueles autores é
muito menor do que o utilizado no presente estudo, ou seja, insuficiente para uma

adequada formacao de estruturas secundarias; e a técnica de andlise fractal, que
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nao trata adequadamente a existéncia de tendéncias nas séries, nao possibilitou aos

citados autores captar detalhes finos dos espectros.

Por outro lado, se considerarmos que um sistema que possui uma paisagem
de energia complexa, rugosa, com muitos minimos e vales separados por barreiras de
diversas alturas, deve, ao visitar dinamicamente o seu espaco de fases, experimentar
uma variedade de escalas de tempo; podendo neste processo tanto oscilar, como sal-
tar de um vale para outro, entao, nossos resultados indicam que este comportamento
deve ser a origem da observada multifractalidade, no tempo, da hiper-superficie de

energia potencial.

Outra questao, sobre os nossos resultados, é de que os mesmos parecem con-
cordar com as evidéncias, atribuidas a estudos de dinamica molecular, que sugerem
que o enovelamento de proteinas é iniciado com fragmentos especificos (estruturas
intermedidrias) que rapidamente adotam conformacoes préximas das encontradas

para as estruturas nativas das mesmas [125].

Um outro aspecto dos nossos resultados dao suporte a uma explicacao alter-
nativa sobre o chamado Paradoxo de Levinthal. Em um trabalho anterior, Moret e
colaboradores [49] fizeram uma andlise dos espectros (perfis) de energia potencial,
similar a nossa, nao em funcao do tempo, mas em funcao do numero de angulos
diedrais ¢ e 1, encontrando que estes perfis sao objetos multifractais, caracteristica
tipicamente descrita pelos chamados espectros f(a). Observaram também que estes
espectros f(a) eram sensiveis ao numero de graus de liberdade do sistema, mo-
strando que a dimensao do espaco de fase do problema influencia a acessibilidade
de partes da hiper-superficie de energia potencial, ou seja, os resultados encontra-
dos mostram que as proteinas adotam conformacoes no espaco de fase somente nas

regides permitidas do espectro f(«). Logo, a hiper-superficie de energia potencial
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apresenta regioes permitidas e nao-permitidas que dependem do nimero de graus
de liberdade do sistema. Tal comportamento permite uma explicacao alternativa
a dinamica do processo de enovelamento, pois 0 mesmo sugere que o processo de
enovelamento segue caminhos preferenciais ao longo da hiper-superficie de energia.
Portanto, na busca de seu estado nativo a proteina nao precisa visitar todos os
estados acessiveis, mas somente aqueles associados ao espectro f(«).

Neste trabalho, estamos mostrando que, em fun¢ao do tempo, as proprias
trajetorias, seguidas pelas proteinas sobre essas regides permitidas, sao também
multifractais. Neste cenario, a proteina, em sua evolucao dinamica, vai sendo in-
fluenciada pelo surgimento de estruturas intermediarias, que, gradativamente, por
sucessivos aumentos de estabilidade conformacional, desviam as trajetorias pelos
caminhos preferenciais de enovelamento. Consequentemente, a extrema facilidade
com que uma proteina se enovela, apesar do numero gigantesco de configuracoes
possiveis, talvez possa ser atribuida a sucessao de eventos, experimentados pela

mesma, numa hiper-superficie de energia, espago-temporal, multifractal.

Tese de Doutorado - Departamento de Fisica - UFPE



Apeéendice A

Calculo do expoente de escala v

para o modelo de Flory

Nosso objetivo neste apéndice é obter uma relacao de escala entre o raio R e o
tamanho do sistema N, utlizando a argumentacao de campo médio apresentada por
Flory [82], para um polimero embebido num bom solvente. Neste modelo, as forgas
envolvidas no empacotamento da estrutura sao de duas naturezas: um entrépica (ou
eldstica) e outra de repulsdo. Consideremos uma cadeia polimérica, composta por
N monomeros e de raio R, mergulhada num espago d-dimensional a energia desse

sistema envolve essencialmente dois termos:

E=FEqy, + Eexca (Al)

id

R0)2 descreve o comportamento plastico do sistema para grandes

onde Eg, = of

valores de R, E.,. = fR%p? descreve o comportamento de exclusiao do sistema, para
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pequenos valores de R. Aqui p representa a densidade média do polimero,
(A.2)

Ry é o tamanho caracteristico do sistema para grandes comprimentos (Ry ~ N'/?),
enquanto que « e ( sao constantes numéricas que fornecem a dimensao apropriada

de energia para a grandeza final. Assim:

R
E(R) = a(ﬁo)z + BRp?, (A.3)
ou ainda,
s 2 V2 —1 2 2 p—d

Desta forma a estrutura possui um raio caracteristico de equilibrio dado pela

minimizagao da energia total,

E
g—R =2aN'R+ —DN?*R-(0+d =, (A.5)

logo o comportamento de escala de R com N é dado por:

R ~ NV, (A.6)
onde
3
- - A7
YT T2 (A7)

Em particular, no caso em que d=3 temos v = (3/5) = 0.60.
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Apeéendice B

Determinacao das coordenadas

cartesianas do caminhante

Para determinarmos as coordenadas do residuo subsequente, em termos da
posicao do residuo anterior do caminhante discutido na Secao 3.2, utilizamos uma
adaptacao do método proposto por Levitt e colaboradores[87]. Na abordagem apre-
sentada nesa Tese, a construcao de versores ortogonais: u, v e w; determinam a
rotacao entre os planos formados pelo conjunto de trés residuos consecutivos. As-
sim, para um conjunto de angulos de torgao (¢;,1);) geramos as coordenadas dos

carbonos C\, de 1 até N da seguinte forma:

1. As coordenadas dos trés primeiros C,, sao fixadas
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r; = (0.0,0.0,0.0);
ry = (I, 0.0,0.0); (B.1)
rg = (ZL‘2 + ZOCOS(’H' - ¢1)7 Yo + losen(ﬂ- - le), 00)7

aqui [, = 3.8 representa o comprimento da ligacao entre os C,.

2. Em seguida as coordenadas de cada novo residuo sao calculadas a partir dos

trés precedentes. Para tanto calculamos, inicialmente, os vetores unitarios :

u,vew
w= D27l (B.2)
rio—T;
v — (1'1'73 - I'zeQ) - [(I'z‘f?) - 1'1;72)11]11 ’ (B.3)
[(ri3 — i) — [(ri3 — ri2)ujul
e

W=uXV. (B.4)

O vetor u ¢ o versor ao longo da pseudo-ligacao entre C* , e C* ;. Os vetores
u e v definem juntos o plano contendo os atomos C{* 4, Cf*, and Ci*,. O vetor

w completa a trinca do sistema de coordenadas e desta forma as coordenadas do

proximo residuo sao dadas por:

r; =ri_1 + l,cos(m — ¢)u + lysen(m — @p)cos(¥)v + l,sen(m — ¢)sen(y)w. (B.5)
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