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de folding de proteinas
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O problema sob a abordagem da MENE

Folding de proteina Mecanica Estatistica Nao-Extensiva
-Caracteristicas do folding Origem: generalizacdo da entropia .
. . InW = lim,_,(W &1 — 1)/(q -1)

Modelos de folding W 0: gent -
*O modelo Estereoquimico:  ,pegq de Tsallis como uma média do
— Objetivos peso de Boltzmann devido &

—dificuldades flutuacdo térmica local.
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Proteinas Globulares

Proteinas sdo heteropolimeros lineares e flexiveis, cujas unidades provém
de um repertorio tipico de 20 diferentes aminoacidos (aa) naturais.

Sequéncia de aa: {Ser, Tir, Met, Glu, ..., Glu, Fen} = Estrutura Primaria

ID da proteina — sequéncia de aminoacidos

Entdo, o numero N, de proteinas
diferentes, de tamanho L, & muito
grande: N, = 20,

Exemplo: L =62 (proteina relativamente pequena)
N 62 1080

Algo como o numero de
atomos visiveis do Universo

Proteina de tamanho L = 39 aa

Ser/~ Tir/~ Ser/~Mei—Glu— His|
Pror— Lis/— Gli~ Trp—Arg—Fen
Vali— Glij~ Lis/— Lis~Arg—Arg

Pro Tir)~ Val— Lis/~ Val~Pro

Asp—Ala— Gli—~Glu—Asp—Gln

I_’rg,- Fegy— Alé;— Gll_;_— Ala~ Se_lj,;

Leg‘— Glg?— E en




Repertorio: tamanhos, formas e funcao quimica

Alfabeto de 20 amino acidos
distintos

cadeias laterais

ID: sequéncia de aa (apelidos: funcéo, ...)
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Representacao da estrutura nativa de uma
proteina

PDB ID: 1TSK
SEQUENCIA: Met - Lys—Val - Leu - ...
MKVLYGILIIFILCSMFYLSQEVVIGQRCYRSPDCYSACKKLVGKATGKCTNGRCDC

Estrutura secundaria (cartoon) Sticks Esferas
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O problema de folding

— FOLDING direto (Polissemia): Dada a estrutura primaria  DETERMINAR
sua(s) correspondente(s) estrutura(s) terciaria(s)

— FOLDING inverso (Sinonimia): Dada a estrutura terciaria DETERMINAR
sua(s) correspondente(s) estrutura(s) primaria(s)

Representacao de uma Processo de folding - evolugao esquematica:
cadeia polipeptidica estrutura primaria — secundaria — terciaria

Sequéncia: ID da proteina Nativa: estrutura (3D); precisa, estavel, Unica




folding como gramatica

Considere uma constituida de uma sequéncia linear de letras
(selecionadas de um ““alfabeto” de 26 letras); pequenas regides da podem
ter existéncia autdbnoma (chamamos tais regioes de “palavras”) mas o significado
da como um todo somente emerge quando todas estas palavras sao
colocadas juntas —frequentemente modificando as palavras quando isoladas

Trocando: — ; letra — aminoéacido;
palavra — elementos de estrutura secundaria; significado — funcao.
Considere uma constituida de uma sequéncia linear de aminoacidos

(selecionados de um “alfabeto” de 20 aminoacidos); pequenas regides da

podem ter existéncia autonoma (chamamos tais regioes de “elementos de estrutura
secundaria”) mas a funcéo da como um todo somente emerge quando
todos estes elementos de estrutura secundarias sao colocados juntos

—frequentemente modificando os elementos de estrutura secundaria quando
Isolados.



O processo de folding

O folding das proteinas globulares é pensado aqui como um
processo em dois estagios temporais distintos:

1. Estaqgio de Busca: a cadeia polipeptidica, guiada pelo efeito
hidrofobico, evolui erraticamente e € compactada (barreira
entropica) — etapa lenta;

2. Estagio de Refinamento Estrutural: proximo o suficiente da
estrutura nativa, e somente nesta condicao, interacoes
Intramoleculares e intera¢cdes moléecula-solvente sdo otimizadas;
a partir dai, ajustes espaciais levam a precisao conformacional e
a estabilidade da proteina — etapa ultra rapida.

no oriteiro esieio




O processo: taxa de folding

Para pequenas proteinas globulares (N ~100) de um Unico dominio, sem prolinas, pontes
disulfeto ou grupos prostéticos a taxa de folding cobre seis ordens de grandeza

Insights a partir de simulacoes de modelos simplificados

diferentes sequéncias apresentam tempos muito distintos de folding;

e dificil encontrar sequéncias que levam a folding rapidos;

folding rapido estaria associado a superficies de energia suave (espaco
configuracional), e na forma de funil (rugosidade < kgT);

um pronunciado minimo de energia entre o estado fundamental e o segundo estado
de mais baixa energia potencial garantiria um folding rapido;

taxa de folding estaria relacionada com colapso cooperativo da cadeia: ¢ = 1-T/T,
Limitacao destes entendimentos para

folding: experimentos computacionais sao
feitos, em geral, com sequéncias rapidas.
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O processo: taxa de folding

Para pequenas proteinas globulares (N ~100) de um Unico dominio, sem prolinas, pontes
disulfeto ou grupos prostéticos a taxa de folding cobre seis ordens de grandeza

Insights a partir de experimentos
« Modelo Nucleacdo-condensacao: estado de transi¢ao para o folding contém
um nucleo de contatos nativos; o tempo de formacao de tal nicleo poderia
contribuir para a taxa de folding.

« Topologia da Nativa como um determinante das taxas de folding: Ordem de
Contato (CO = media da distancia ao longo da cadeia, entre pares de residuos
contactantes da estrutura nativa), e parametro Q (média da probabilidade dos pares
de contatos nativos (baseado numa cadeia guassiana).

gﬁ/ % — Cadeia ideal
P(R) = (3/2nNI2)%2exp(-3R2/2NI?);

Seja: |=1; R=1, N=d;; —

ijs

CO=@/N)Yd,,
{i.i}

Estado de transicdo



1.
2.

Caracteristicas gerais do processo
de folding de proteinas globulares

Rapidez: folding € um processo geral e muito rapido;

Robustez: folding e similarmente processo em um grande
Intervalo de temperatura: dependendo do organismo vivo, ocorre
em todas temperaturas de 0° a 100°C;

Mano-maquina independente : como em particulas coloidais, o
glébulo proteico é sistematicamente agitado e deformado por

forcas ndo-balanceadas.




1. O processo de folding é muito rapido!

= ... dificuldades para calculos computacionais.

* O processo é pelo menos 10 ordens de grandeza mais rapido do que
um mecanismo randomico de busca no espaco das configuracoes.

« Estima-se que, para proteinas globulares relativamente pequenas e de
um unico dominio, a velocidade limite de folding demanda um tempo =t
minimo igual ao tempo necessario para formacao correta de todos 0s

elementos estruturais da proteina (estrutura secundaria). Grosseiramente,

T~ N/100 us

onde N é tamanho da proteina (numero de amino acidos).




Conjectura de Levinthal
Tempo caracteristico de folding
Proteina de tamanho N =50 (50 aminoacidos)
I" : espaco configuracional contendo (4,5)°° ~ 4,6 x1032 config.

Entdo, se T = 10-1° s é tempo para uma visita ao acaso cada config.

—  t;~4,6 x10%°x1=4,610%s,

onde t, € o tempo para varrer I', o que equivale, aproximadamente,
a 10 x lIdade do Universo!!

Caminho(s) preferencial(is) em I' !

1 1dade do universo = 13,5 bilhdes de anos = 4,3 x 1016 s




Velocidade limite

Para cada tipo de elemento estrutural (estrutura secundaria: a-hélices;

B-strands; loops), o tempo caracteristico de folding, T, €
necessariamente maior do que o tempo para formacao dos elementos
estruturais._Em geral, T, <ty. 1,<71, (paraproteinas de tamanhos
comparaveis)

ateix mTAR AR

T, ~ 0.5 uS (peptideos ricos em alanina)

Tg~ 6 US

T~ (10°-103) s

Proteinas
Globulares

(Calgranulina)



Simulacao do processo de folding

Dinamica Molecular

Principal dificuldade - tempo de maquina para simular 1 us e ainda muito grande:
para se determinar o tempo caracteristico de folding de proteinas de tamanho
relativamente pequeno, N ~ 100 amino acidos, o tempo de maquina pode ser de
semanas de CPU nas mais rapidas maguinas disponiveis na atualidade.

Solucdo (precaria, mas disponivel): computacéo distribuida:

Se a evolucédo do numero M de proteinas enoveladas evolui exponencialmente, isto €,
My (t) = Mg[1- exp(-t/7)], entdao para tempos t pequenos em comparacgao a z, a razao
M (t) /M,= (-t /7), isto é: ao final de um tempo t, temos que o numero esperado de
proteinas enoveladas sera

M (t) = (M, /)t

Assim, se 7 for da ordem de 1 us, M, =100 jobs independentes submetidos em M,
computadores diferentes, ao cabo de t = 0,1us (tempo real de simulacéo) teremos
M(t) ~ 10 simulacbes bem sucedidas!



Alternativa

Simulacao Monte Carlo (algoritmo de Metropolis)

Vantagens: varredura rapida do espaco conformacional

Desvantagens:

1- perda de detalhes (modelos minimalistas);

2- retencao do processo em armadilhas energéticas (minimos locais).

Remédio para a dificuldade 2

Mecanica Estatistica ndo Extensiva: exp(-SAE) — exp,(- SAE)
onde exp,(- BAE) = [1-(1-q) BAE]HE-9),

Demonstra-se que

e uma média do fator de Boltzmann, exp(- SAE), ponderada pela distribuicéo
x-quadrado f (/). Isto significa que exp,(- S,AE) leva em conta as flutuagOes locais
da temperatura.



2. Robustez do processo de folding

O folding de proteinas ocorre em ambientes EXtremaos (temperatura, pressao
pH), aléem de ambientes menos radicais.

Alguns organismos como bactérias, archea e mesmo animais superiores
(Verme de Pompeéia), sao termofilos, podendo se desenvolver, em alguns
casos, em temperaturas acima de 100° C.

Outros organismos sao psicrofilos (bactérias, fungos e algas), existindo
casos em gue se desenvolvem em temperaturas abaixo de 0° C.
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3. Proteina: uma nano-maquina

Proteinas globulares apresentam diferentes tamanhos, que pode variar de
~1a20 nm (de um a 30.000 aminoacidos, o que equivale; tipicamente,
de 1 a 3.000 Kdaltons). Nesta escala espacial, forcas locais néo-
balanceadas agitam e deformam sistematicamente o glébulo proteico.

Prolina - a menor
proteina: <1 nm

Trp-Cage: 20 aa - designed Titin: 30.000 aa ~ 20 nm



Propriedades 3 premissas

1. O processo de folding € composto de dois estagios mecanicamente e
temporalmente independentes; efeito hidrofobico governa o primeiro
estagio do folding.

2. Para proteinas globulares de dois estados e um unico dominio, a
Instrucéo codificada em sua sequéncia de amino acidos prové uma
cinética do processo de folding tdo rapido guanto possivel.

3. Flutuacdtes térmicas locais emergem como atributo intrinseco do
sistema proteina-solvente, promovendo um processo de folding
eficiente.

Desafio: incorporacao destas premissas num MODELO



JUSTIFICATIVA:

A energetica do processo de folding € ainda pobremente compreendia:
continua sendo muito controverso, pois ainda produz resultados
teoricos e experimentais diametralmente opostos.

Assim, concentrar-se em algumas questdes especificas € imperativo. E
uma questao recorrente, no tocante a simulacdo computacional, é:

Teria a agua papel determinante no processo de folding?

A resposta tem importantes consequencias na elaboragao de modelos
minimalistas; e estes ainda sdo indispensaveis para se obter insights
sobre o processo de folding.

B> \IODELO ESTEREOQUIMICO



Modelo Estereoquimico: Uma cadeia proteica
embebida numa rede cubica infinita

Efeito do solvente incluido

Cadeia “27-mer” c alfabeto de lo_letras hl = IliVCl de herfObICIdade dO I'GSldUO “i ”

pares de restricOes espaciais {c; . } e niveis . ~
de hidrofobicidade {hj* O principio da segregagao, a saber, 2h;;

> (h; + hy), € marginalmente satisfeito
pelo potencial hidrofobico, h;; = h; + h;
,isto €: 2hy; = (hy; + hy).

As restricoes espaciais {c;;} reduzem
a flexibilidade da cadeia e aumentam
a especificidade intra-cadeia



O modelo também prové a “sintaxe” para o design da
sequéncia, dada qualquer estrutura 3-D

Energia livre configuracional

G({k,I)}oc Z(hi,j + Ci,j)5(i,j),{k,l}

012345678901234567890123456

ESTTSTTSTTSTTSTTSTTSTTSTTSE

Detalhes configuracionais
Importantes das = 50.000
CSA configacoes.

Estruturas Nativas sao repreentadas por
configuracdes Compact Self Avoiding
(CSA) — formando “cubos” 3 3 3



Questoes especificas decorrentes

Se compreender com-
pletamente o processo
de folding fosse ja um
fato, poderiamos entéo

responder todas as
_quest0es especificz/is,

1. Dada uma sequéncia de aminoacidos, sob especificadas
condicoes (pH, temperatura, pressao, ...), qual a sua estutura 3-D
correspondente?

2. Alternativamente, conhecida a estrutura de uma proteina, qual
seria(m) a(s) possivel(is) sequéncia(s) de amino acidos
correspondentes?

3. Ou ainda, conhecida a sequéncia e/ou a estrutura nativa de uma
proteina, qual seria o tempo caracteristico de folding da mesma?



SN0 O

Simulacao Monte Carlo
sistema, parametros, objetivo, metodo

Rede cubica infinita;

Cadeia de 27 monomeros {« repertorio de 10 # residuos};
Estrutura alvo: uma das CSA,;

Sequéncia: desenhada a partir da configuracao CSA selecionada;
Condicao Inicial: cadeia aberta (sem contatos topoldgicos);
Temperatura: fixa;

Objetivo: obtencao do tempo caracteristico de folding (tempo de
primeira passagem pela Nativa -configuracdo CSA escolhida);
Metodo: Metropolis com peso de Boltzmann generalizado.

_




Peso de Tsallis

X, (—Be) = | e (—p) F(B)dB,

- 1 n " ~1+n/2 _i
onde f(’B)r(n/Z)[z,BO] B exp( 25 n),

e impondo que a média da temperatura, <8 * >= f:ﬁl f(8)ds,
coincida com a temperatura do reservatorio S, obtemos

exp,(-Bg)= 1-(1-a)Bzs _, onde

g=1+2/n, e néondmero de graus de liberdade da distribuicdo
v, (), isto €, n é o nimero de variaveis independentes que
especifica completamente o sistema.



Parametro entropico ¢ como uma variavel

O indice entropico q esta essociado com o numero de graus de liberdade
da distribuicao: q = 1+2/n. Desta forma, como g estaria relacionado
com os graus de liberdade do sistema fisico?

Esta questao se imp0e pelo fato do indice entropico g ser usualmente
introduzido “a mao ” —fitting; mas este nao & 0 n0sso caso.

Ensaios numericos indicaram que:

1. existe g =0 > 1 que minimiza o tempo caracteristico t de folding; g”
e diferente para cada estrutura alvo escolhida (CSA);

2. associando n (e entdo ) ao grau de compactacao do globulo
(g = a /Rg?) foi possivel estabelecer um valor maximo para g, a
saber, Q...=1+ 2/6, de tal forma que t &€ minimizado: entdo obtemos
g = 1+2(00-1)/Rg%. O minimo de Rg? = 2, que para 0 €aso, q =

3. amédia < q > da distribuicdo de q coincide com (.

Este resultado satisfaz a primeira caracteristica do processo de folding:
Rapidez — folding e um processo geral e muito rapido.




O indice entréopico g como uma variavel

Assim, o valor de g varia ao longo da simulacao, sendo que
dmin = 1, correspondendo a n — oo (cadeia aberta, nUmero maximo de
graus de liberdade, e

= 4/3, correspondendo an — 6. Mas, por que n = 67

qmax
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Resultados: tempo caracteristico de folding t

600 simulacOes independentes

600 -
500 -
400 -

300 -
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qvar
ID: 8; Temp =1; t = 53.59 pmc

N(t) = N_exp(-t/r )+N_exp(-t/t )

N, = 299.036
v, = 33.2776
N, = 296.229
T, = 86.373

100 200 300 400 500

Tempo (Passos Monte Carlo)



Comparacao

Comparacao entre tempos de folding
IDs: 51168 ( Boltzmann; Tsallis ) - Sucesso: 29%; 100%
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Caso

Barras (vermelhas) ausentes correspondem aos casos de insucesso na busca pela
estrutura nativa, na janela de tempo estipulada (~8x108 passos MC).



Taxa de folding (Kf =1/t1)
Dados correspondentes a 200 CSA.
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