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Resumo

O projeto consiste no estudo de diversos sistemas aplicados no processo de
constru¢do de modelos de estruturas tercidrias de proteinas, considerando etapas de
modelagem e avaliacdo da estrutura, assim como mecanismos para a modifica¢ao
visando a melhora das conformag¢des desenvolvidas.

Ao longo desse estudo foi também desenvolvido um conjunto de interfaces que
permite a comunicagdo entre os diversos tipos de programas utilizados nas etapas
citadas acima. Além disso, um método para a alteracdo e melhora de pequenas regides
de um modelo da proteina foi implementado e adicionado no fluxo do processo de
modelagem.

Por fim, o algoritmo de constru¢do de novas conformagdes foi avaliado em
estruturas originadas da modelagem por homologia, criadas pela ferramenta
MODELLER, sempre apresentado uma melhora nas regides modificadas, enquanto elas

apresentassem uma distancia superior a 1,7 A da estrutura nativa.



Indice

Lista de FIGUIAS ..cceicereicnseicnsnicssanicssanisssanesssasesssssesssssessasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssasssses 8
LiSta de TaDelas ......cccueeieeisiiisniisinisnnisnicsnnnsiisssncssnnsssecsssnsssnesssssssessssssssssssssssssesssssssass 10
Capitulo 1. INtrOAUCAO ...coeevreesuinseessecssnssensnssssssassssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssasssasssssss 11
Capitulo 2. EStado da Qrte ........coceoeienncsseicsncssanssssessssssssessassssssssassssssssassssssssasssssessassss 16
Seca0 2.1. BIOINFOIMALICA ..eeevuvieiiiiiiiiieiiiee ettt ettt et et e s e e 16
Secao 2.2. Conceitos PreliMINATES. .......eeerueeerreeerieeeriieeeireesireesseeesseeesseeessseeessseennns 17
2.2.1. Ligaca0 COVALENLE .....coouvieiiiieiiiieeiiee ettt ettt ettt 17
2.2.2. Ligacoes de hidro@enio.........covueeiiiiiiiiniiiiieiieeieete ettt 19
2.2.3. Interacdo de Van der Waals........coooueiiiiiiiiiiiiiieeieeeteeeeeeeeee e 19
2.2.4. INteragao EletrOStALICA .. .vveerureeeeiieeeiieeeiieeeitteeeiteeeteeeeteeeereeessaeeeareeennseeennnas 21
2.2.5. ANGUIOS DICAIOS ... senen 21
2.2.6. Minimizagao Local € Global ............ccccviieiiiieiiieieeceeee e 22
2.2.7. Raiz quadrada da média das distancias (RMSD).........ccccoeviiiiiiiiiiinnicnnnn. 23
2.2.8. Alinhamento de SEQUENCIAS ........eeeruveeeriieeiieeeiieeeieeeeieeesreeesereeesereeeereeennnes 25
Seca0 2.3. AMINOACIAOS ....veeiiiiiiiiieiiiie ettt ettt ettt et e e e eesareesbeeeeaes 25
SECA0 2.4, PTOtEINAS .....veeiiiiiiiiieetee ettt 29
2.4.1. Formagao da Proteina .........cceeviieiiiiiiiiieeeiieeeiieeeiee et 29
2.4.2. DO DNA Q PrOtEINQA......eiiiiiiiiieeeiiiiee et ee ettt ettt e et e e sbree e s eaeeaeas 31
2.4.3. Estruturas das Proteinas.........cocccevveeiieiiiiiienieeieiececneceesee e 32
2.4.4. Angulos diedros das Proteinas...............ocoweveeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeseeseseseeseeeenes 37
Secdo 2.5. Banco de Proteinas........coovveeiriiieiiiieiiieeeiieeeite ettt 39
Sec¢ao 2.6. Predi¢ao de Estruturas de Proteinas .........ccceeeveeeciieeniieenciee e 40
Secdo 2.7. Modelagem por hOmOLOZIA .......cccuveeriiiriiiieiiieesiieete et 43
2.7.1. MODELLER ......ooiiiiiiiiieeeeee ettt s 47
Secdo 2.8. Avaliacdo de Estruturas de Proteinas..........ccocceeeviiieniiiinieiinieeeieeneeeee 51
2.8. 1. ANOLEA ...ttt ettt et enean 55
2.8 2. PIOS @ittt 56
2.8.3. PROVE ...ttt 57
2.8.4. PROCHECK .......cootiiiitiiiiiieiteteeeeit ettt sttt 59
Secdo 2.9. Reconstrucdo de uma cadeia polipeptidica ........cccueevveeriieieenieniienieeieene 60
Sec¢do 2.10. Gerando conformagdes de polipeptidios.........ceeveeeriieerieeenieenniieeniieene 61
Secao 2.11. Construcdo das cadeias 1aterais........ccceeevveeeiieeriiieeniiieenieeesieeesveeeivee s 62
Capitulo 3. MetodoloZia ......ccoveierrencncrnessencsncssanesasessssssssssassssssssassssssssassssssssassssssssasss 65
Secao 3.1. Modelagem de Proteinas ...........ceccveeerieeerieeeiieeeiieeeieeesieeesveeesereeeeneeenes 66
Secdo 3.2. Avaliagao das ESIIULUTAS......ccevuteerriieeriieeeitee st erit e stte et e e ee e e e sieee e 67
Sec¢ao 3.3. Construgao dos NOVOS MOAEIOS........ceviieeiiiieriieeeiieeeiie et 68
3.3.1. Obtencao do conjunto de pares de angulos diedros W/@ ...........ccccceeevuvennnee. 69
3.3.2. Representagao da estrutura da proteina .........cccceeeeeveeeecieeeniiieenieeenieeevee e 70
3.3.3. Técnica de construcao das conformagoes...........ceevveeeriieeriieinieeeniienieeeee 73
3.3.4. Inser¢ao de um atomo pelo angulo diedro........ceeecvveeeiieerciieeniieeieeeeee e, 75
3.3.5. Insercao do 4tomo de oxigénio pela planaridade...........cccocueeeviieiniiennneennen. 81
3.3.6 Insercdo do dtomo de CP pela quiralidade............cccvveeeireeniieeniieeiieeieeenee, 83
3.3.7. Validando as novas cONfOrmacoes ..........cecuveerrureeriireeriieeenieeeniieeenireesieee s 86
3.3.8. Algoritmo para construcao do conjunto das conformagoes.............ccccuveenee.. 88
3.3.9. Selecdo das melhores conformagoes .........c.eeevueeeriiieeriiieeniieeiee e 89
3.3.10. Selega@0 do MOAEI0......cc.ueeruiiriiiiiieieete e 90
Capitulo 4. Testes € dISCUSSAD .cccrueerrrersressaresasessassssssssassssssssassssssssassssssssassssssssassssssssasss 91
Secdo 4.1. Precisdo do Conjunto de conformagoes ............eeeveereerieeiieeniensieenieenieenne 91
Secdo 4.2. Modelagem de eSIrULULAS ..........eevuieeriiiiiniiieenieeeriee ettt 94



421 TOLI29 e 95

A.2.2. TOTB0 ittt ettt ettt et e s e e b e e teeesbeestaeesseesseeesseensaesssaenseans 97
Capitulo 5. Conclusiao € Trabalhos fUturos............cceeeceecnsecssancssessasessscssassssssssasesses 104
Bibliografia....cccccccereicrcreicsssnicssnicsssnisssanssssansssassssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnsssssnns 108
GLOSSATIO c.vvrenersancsanssansncssnssansnsssnsssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 114
APENAICE FASTA ...ucviiieinnniinninnsicsseissssesssssssssssssssssessasssssssssssssssssassssssssassssssssasssssssses 118
APpEndice GeNBANK ........ciciveiieireiinisaninssancsssnncssnscssssssssasesssasssssasesssasessssssssssssssssssssasssses 119
Apéndice MODELLER........ccoiiniiiinniinaisniesssisssossssssssssssssssssssassssssssassssssssassssssssas 121
APENAICE PDB ......cuueiiiiniiiirniinnnninssanissssncssssnesssssossasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssasssssasssses 125



Lista de Figuras

1.1 - DNA

2.2.1.1 - Ligacdo Covalente
2.2.1.11 - Energia

2.2.1.1II - Eletronegatividade
2.2.2.1 - Ligacao de Hidrogénio

2231 - Interacdo de Van der Waals

2.2.4.1 - Interacao Eletrostatica
2251 - Angulo Diedro
2.2.5.11 - Orientagdo do Diedro
2.2.6.1 - Minimizagao

2.2.7.1 - Superposicao

22711 -RMSD

2.3.1 - Aminoacido

2310 - 20 Amino4cidos
2.3.111 - Nomenclatura

231V - Moléculas Especulares
23V - Glicina

2.3.VI - Alanina L-D

24.1.1 - Ligacao Peptidica
24.1.11 - Ressonancia
24.1.1II1 - Ligacado Planar
24.11IV - Anti-Syn

24.2.1 - Tanscri¢ao DNA
24211 - Traducdo RNAm
2.4.3.1 - Estrutura Covalente
24311 - Estrutura Secundaria
243111 - Alca-B

2.4.3.1V - Estrutura Terciaria
2.4.3.V - Dobras

2.4.3.VI - Estrutura Quaterndria
2.4.4.1 -®

244101 -y

244111 -o

2.7.1 - Modelagem por Homologia
2.8.1 - AMBER

2.8.1.1 - 40 atomos
2.8.1.I - Regido nao-local
2.8.3.1 - Voronoi

2.8.4.1 -

2.11.1 - Energia SCWRL

2.11.10 - Resolvendo Componente Biconexo
3.1 - Ciclo

3.2.1 - Regides Individuais

3210 - Todas as Regides

3.3.21 - Grade2D

3.3.31 - Ramachandran
3.341 - Diedro A1—A2—A3—A4
3.34.11 - Posicionando A4

12
18
18
19
20
20
21
22
22
23
24
24
26
27
27
28
28
28
29
30
30
30
31
32
33
35
36
36
36
37
38
38
38
48
53
56
57
58
60
63
64
65
68
68
72
74
76
77



334111 - Translagao

3341V -0)¢;

3.34.V  -Rotacdo ¢,_m

3.34.VI -Rotagdo Z

3.3.4.VII - Rotagdo 0,

3.3.4.VIII - Rotagdo X

3341IX -

3.3.4.X - Posicdo Final A4

3.3.51 - Planaridade

3.3.5.11 - Deslocamento da Planaridade
3.3.5.1I1 - Planaridade do O

3.3.6.1 - Deslocamento da quiralidade
3.3.6.1 - Translagdo da quiralidade
3.3.6.II - Posicionando CP3

3.3.6.IV - Orientagdo ¢

3.3.6.V  -CORN

3.3.6.VI - Determinando ¢

3.3.8.1 - Fluxo

4211 - Avaliacao T0129-01
4221 - Avaliacao T0130-01
42211  -Regido 3D-01

422111 - Avaliacdo T0130-02
4221V - Regido 3D-02

422V  -Regido 3D-03

4.22.VI - Regido 3D-04

77
78
78
78
79
79
80
80
81
82
82
83
84
84
85
85
86
89
96
98
99
100
100
102
102



Lista de Tabelas

24.21 - Cdédon-Nucleotideo

2.4.41 - Angulos Diedros das Cadeias Laterais
2.7.1.1 - Modelagem

2.8.3.1 -Prove

3.3.1. - Conjuntos y/®

3.3.2.1 -Raio de Van der Waals
3.3.2.11 - Alfabeto

3.3.31 -Engh & Huber

4.1.1 - Lagos Fiser

4111 - Média Dos Melhores RMSD
4221 - Sele¢ao T0130-01

42211 - Selegcao T0130-02

4.2.2.1I1 - Andlise TO130

4.2.2.vl - Andlise de tempo

10

32
39
48
59
70
71
72
73
92
93
98
100
101
103



Capitulo 1. Introducao

“Eu ndo vim aqui dizer como isso vai acabar.
Eu vim dizer como isso vai comecar.”
Neo — Matrix (1998)

O homem, ao longo de suas pesquisas e busca do conhecimento, procurou
entender o funcionamento de um dos sistemas mais complexos ja apreciados: a vida.
Muitos cientistas e filésofos criaram as mais variadas teorias, ndo sé para compreender
os elaborados sistemas de atividade celular realizados pelos organismos, mas também
para determinar o elemento responsdvel pela origem, criacdo e transmissdo das
caracteristicas de cada um dos sistemas.

Por volta de 1940 ja se sabia que as proteinas (macromoléculas presentes nas
células) sdo as responsdveis pela determinacdo das funcionalidades e pelo controle do
processo da vida. Mas foi apenas em 1947, com os trabalhos realizados por Erwin
Chargaff, e em 1952, pelos projetos de Alfred Hershey e Martha Chase, que ficou
evidente que o DNA (4cido desoxirribonucléico) é o material de hereditariedade dos
organismos. Em 1953, com os projetos desenvolvidos por James D. Watson e Francis
Crick, sua estrutura foi determinada [WC53] (Figura 1.I: DNA).

Com o objetivo de entender como uma estrutura simples de DNA tem a
propriedade de transmitir diversas informacdes para as mais distintas espécies de seres
vivos, iniciaram-se projetos de determinacao das seqii€éncias dessas moléculas presentes
nos diversos organismos. Os métodos aplicados foram desenvolvidos em 1977, por
Maxam e Gilbert [MG77] e por Sanger et al [SNC77], sendo a primeira base de dados
contendo esses elementos construida pelo Laboratério Nacional de Los Alamos, no
Novo México, por membros do GenBank e pelo Laboratério Europeu de Biologia
Molecular (EMBL) [EMBL] em 1979. Era o principio do relacionamento entre as
técnicas da informdtica e os estudos da biologia. A medida que novas seqiiéncias eram
submetidas e armazenadas nos bancos de dados, essa interacdo crescia, pois a
quantidade de dados gerada era enorme. Além disso, aumentava o interesse pela andlise
das seqiiéncias através, principalmente, do desenvolvimento de programas
computacionais.

Atualmente, o processo de seqiienciamento se tornou uma rotina nos laboratérios

de biologia molecular, um mecanismo consolidado que nao sofre muitas modificagdes.
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Em contrapartida, as andlises estdo em pleno desenvolvimento. Um exemplo disso € a

busca das regides do DNA que controlam a producao das proteinas.

"z adenina

fosfato
H

desoXirribose

Figura 1.I: DNA — Do lado esquerdo, a dupla-hélice da cadeia de DNA, mostrando a ligacdo entre os
pares de base Adenina (A) e Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C). Do lado direito, uma representacao
de um nucleotideo, a molécula fundamental do DNA, distinguindo trés regides: a base nitrogenada (neste
caso a Adenina), a desoxirribose (agucar) e o fosfato.

Da mesma forma que ocorreu com o DNA, também se buscou determinar e
armazenar as seqiiéncias de proteinas. O primeiro método de sequenciamento das
proteinas surgiu ainda em 1952, construido por Sanger e Tuppy [STS51], sendo a
primeira base de dados um livro que reunia as seqiiéncias, criado por Margaret Dayhoff,
em 1972 [Day72].

Obter a seqiiéncia de uma proteina era apenas uma fase inicial, assim como foi
para o DNA. Projetos para andlise foram e ainda sdao desenvolvidos, a fim de
compreender o mecanismo de atividade e a finalidade de cada uma delas. Mas para que
esses estudos possam ser executados da melhor maneira possivel, é preciso criar
mecanismos para descobrir as estruturas das proteinas, pois existe uma forte relacao
entre suas conformagdes tridimensionais e suas funcionalidades [Mou01].

H4 varios métodos disponiveis para a obtencdo das conformacdes 3D, também
chamadas de estruturas terciarias. Dentre elas, as técnicas laboratoriais, como a

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Cristalografia por Raios-X, destacam-se por
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constituirem as metodologias mais precisas. Uma maior precisdo garante um melhor
conhecimento das funcdes bioldgicas das proteinas e de suas interagcdes com outros
substratos, e, por conseguinte, uma melhor determinacdo do mecanismo de acdo das
mesmas. No entanto, tais metodologias sdo lentas e caras para se resolver o problema,
podendo alguns projetos durarem até um ano.

Outros mecanismos mais rapidos foram desenvolvidos, como as abordagens por
homologia, threading e ab initio. A modelagem por homologia determina o modelo da
estrutura de uma proteina a partir de estruturas ja conhecidas, baseada na observacao de
que proteinas com seqii€éncias similares apresentam estruturas também similares. No
procedimento ab initio busca-se o novo modelo de uma proteina por minimizagao de
energia, sob o principio de que a estrutura real de uma proteina € a que apresenta a
menor energia. A metodologia de threading é uma combinacdo de homologia e ab
initio. Todavia, essas metodologias ndo sdo bastante precisas quando comparadas aos
métodos experimentais.

Mas para qualquer que seja a metodologia aplicada, o modelo criado da estrutura
da proteina apresenta trechos defeituosos, ou seja, que ndo estdo de acordo com a
conformagdo real. Assim, mecanismos de andlise de estruturas foram desenvolvidos
com o objetivo de identificar as regides problemadticas. As andlises podem estar

relacionadas com propriedades estereoquimicas (ver Glossario), como distincia e

angulos entre os atomos, andlise estatistica de banco de dados ou energias baseadas em
campos de forga.

Uma vez determinados os trechos defeituosos, pode-se modificar suas
conformagdes a fim de tornar o modelo mais preciso, ou seja, com menos regides
indicadas na andlise de estruturas. A alteracdo da conformacdo dessas regidoes pode ser
feita através da resolugdo de polindmios de alta ordem, busca em banco de dados ou
minimizacao de energia.

Ao atingir a precisdo aceitdvel para o modelo estrutural da proteina, dar-se
continuidade a andlise da proteina, com a determina¢do das funcionalidades bioquimicas
e dos mecanismos de interagdo com outras moléculas.

Tendo em vista dar aos profissionais que lidam com a modelagem melhores
condig¢des para se obter conformacdes mais proximas das reais, propde-se um modo de
eliminar os pequenos defeitos encontrados em estruturas de proteinas. A ferramenta
desenvolvida permite a construcdo da conformagdo de uma proteina por homologia,

avaliacdo da estrutura, selecdo de regides defeituosas, criacdo de novas conformagdes
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para estas regides, selecao das conformacdes das regides mais proximas do real,
constru¢dao de um novo modelo com as conformagdes selecionadas e escolha do melhor
modelo. Para atingir esse objetivo, foram implementados:

e Um sistema que facilita a utilizacdo dos principais programas aplicados na
modelagem de proteinas, através da criacao de interfaces de comunicagdo entre
eles, ja que existe bastante dificuldade em conciliar os diversos programas com
suas mais variadas saidas e parametros de entrada;

e Um mecanismo para gerar um consenso entre as regides defeituosas indicadas
pelas ferramentas de avaliagdo de estruturas, pois nem sempre ha uma
concordancia entre os trechos determinados por cada um dos softwares;

e Uma técnica para a construcao de conjuntos de conformagdes para seqiiéncia de
aminodcidos (conjunto decoy), que pode ser aplicada para a andlise, a
determinacgdo e a predicao de estruturas de proteinas;

¢ Um mecanismo de selecdo das conformagdes mais proximas de uma estrutura
real em um conjunto decoy, dando opcdes para a alteracio do modelo da
proteina em estudo;

¢ Um sistema para a selecdo do melhor modelo, dentre os vérios construidos, apds
a alteracdo das estruturas das regides defeituosas, substituidas pelas estruturas

selecionadas no conjunto decoy.

Outros projetos que se dedicam a construcdo e melhora das estruturas das
proteinas o fazem atacando apenas blocos do problema: modelagem, ou valida¢do ou
modificacdo ou selecdo de estruturas. Isto dificulta bastante o desenvolvimento de
novos modelos, pois requer do usudrio um trabalho adicional para conciliar os diferentes
tipos de arquivo com o qual cada software lida.

Além disso, projetos dedicados a construcdo de novas conformagdes e selecio
das melhores estruturas produzem testes para demonstrar a validade da nova ferramenta
apenas sob modelos originados dos processos experimentais, deixando de lado a
metodologia mais usada atualmente para modelagem: a homologia. Nesse aspecto, um
dos testes realizados no projeto aqui descrito considera as estruturas originadas da
homologia.

Este projeto € o primeiro passo para a criagdo de um sistema que facilite a

modelagem e a avaliacdo de qualquer estrutura de proteina. O objetivo principal
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entender todos os processos presentes no processo de modelagem e construir o primeiro
esqueleto de um mecanismo que promova o trabalho dos bioquimicos e bi6logos.

A ferramenta foi desenvolvida em trés blocos independentes e
intercomunicdveis: modelagem, avaliagdo e alteracdo das estruturas, o que permite
modificagdes pontuais. Futuras versdes deverdo incluir outros programas utilizados na
modelagem de estruturas, facilidades gréaficas e insercdo de maior quantidade de
informagdes e propriedades bioquimicas.

O documento estd dividido em quatro partes: o Capitulo 2 descreve as
ferramentas que foram aplicados no projeto e os principais conceitos estudados para o
entendimento do processo de determinagdo da estrutura de proteina; o Capitulo 3
apresenta como foram desenvolvidas as trés etapas do projeto: modelagem, avaliacdo e
alteracdo das estruturas, relatando os algoritmos aplicados, assim como as interfaces de
comunicagdo; Capitulo 4 traz os resultados e suas andlises para os dois diferentes tipos

testes realizados; por fim, o Capitulo 5 compreende as conclusdes deste projeto.
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Capitulo 2. Estado da arte

“I want him know what I know.

I want him to know I want him to know.”

A Noiva — Kill Bill: Vol. 1 (2003)

Neste capitulo hd uma introduc¢do que descreve a comunicagdo existente entre 0s
campos da Informatica, Quimica e Biologia, definindo a d4rea multidisciplinar
denominada por Bioinformatica (Secao 2.1. Bioinformética). Em seguida, ha a definicao
de alguns termos necessdrios para o entendimento dos procedimentos descrito neste
documento (Secdo 2.2. Conceitos preliminares). As secdes 2.3 e 2.4 definem os
principais elementos focados neste projeto: os aminodcidos e as proteinas,
respectivamente. As secdes restantes mostram o estado da arte para as vdarias etapas
envolvidas no processo de modelagem: armazenamento de seqiiéncia, predicdo,

avaliacdo, modificacdo e selecdo de estruturas.

Secao 2.1. Bioinformatica

A pequena quantidade de dados originados nos primeiros estudos feitos pela
Quimica e Biologia para o entendimento das estruturas e funcionalidades do DNA e
proteinas nao tornava necessario o desenvolvimento de complexos mecanismos de
armazenamento, pois as metodologias de obten¢do das seqii€ncias ainda se encontravam
num estdgio embriondrio. Entretanto, apds o desenvolvimento de técnicas de
seqiienciamento mais rdpidas e precisas, € com o avanco da Biologia Molecular e da
Bioquimica, a quantidade de informacdo apresentou um crescimento bastante
significativo, nao sendo mais possivel ser organizada e avaliada apenas através do
trabalho manual.

Havia agora a necessidade de empregar estruturas capazes de armazenar grandes
quantidades de dados, além de disponibilizar meios para um facil acesso, atualizacdo,
visualizacdo e andlise dos mesmos. Isto promoveu o crescimento do relacionamento e
da troca de informacdes entre as disciplinas de Quimica, Biologia e Ciéncia da
Computagao.

N

Esse trabalho envolvendo conceitos relativos a Informatica, a Biologia e

o

fablg

Quimica, além de outras 4reas como a Matemdtica e a Estatistica, deu origem
Bioinformadtica. Inicialmente, havia apenas a preocupac¢do com a constru¢do de bancos

de dados contendo as informacdes originadas dos projetos de seqiienciamento, cujos

16



problemas eram relacionados a organizagao interna dos dados (design do projeto) e a
interfaces de comunicacdo direcionadas aos pesquisadores para manuseio dos dados
(visualizacdo, submissdo e atualizacdo). A partir do momento em que o interesse pela
andlise dos dados aumentou, outros objetivos foram tracados na Bioinformética, com a
aplicacdo de ferramentas e algoritmos especializados, explorando técnicas de mineracao
de dados e inteligéncia artificial.

De uma forma geral, a Bioinformdtica € principalmente empregada nas
indudstrias farmacéutica e agropecudria, proporcionando a construcdo de ferramentas
computacionais, que tornem eficiente o acesso, uso e gerenciamento das informagdes,
além da criacdo de novos algoritmos e da aplicagdo de técnicas estatisticas e

matemadticas para avaliar a grande massa de dados.

Secao 2.2. Conceitos preliminares

Durante o desenvolvimento deste projeto, surgiram vdrios termos técnicos e
defini¢cdes da Biologia, Quimica e Informética, sendo muitos deles mencionados ao
longo deste texto. Por se tratar de um documento direcionado a profissionais e
estudantes de dreas muito distintas, essa sec¢ao foi dedicada ao esclarecimento desses

termos, a fim de facilitar a plena compreensao da dissertacao.

2.2.1. Ligacao Covalente

A ligacdo covalente ocorre quando dois 4tomos se unem € atingem um menor
estado energético pelo compartilhamento de pares de elétrons de modo que cada par seja
formado por um elétron de cada um dos 4dtomos. O nimero de pares de elétrons
compartilhados é chamado covaléncia.

Num atomo, os elétrons se encontram distribuidos em diversos niveis (camadas
eletrbnicas) e para que atinja estabilidade € preciso, na maioria dos casos, seguir a regra
do octeto. Nesta regra, o atomo adquire energia minima quando possui 8 elétrons na
camada eletronica mais externa (de valéncia), ou 2 elétrons, quando possui uma unica
camada . Por exemplo: o Carbono (C) possui quatro elétrons na dltima camada (Figura
2.2.1.I: Ligacao Covalente), precisando de mais quatro para uma melhor estabilidade.
O Oxigénio (O) apresenta seis elétrons na ultima camada, necessitando apenas de mais

dois. Desta forma, o C se liga a dois 4&tomos de O por duas ligacdes covalentes.
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Figura 2.2.1.1: Ligacido Covalente — Formagdo do didxido de carbono (CO,) por ligacéo covalente.

A energia minima ou a situagao de estabilidade entre dois d&tomos ocorre quando
ha um equilibrio entre as forcas de repulsdo e atracdo elétricas existentes entre os
nucleos e os elétrons dos proprios dtomos. A fun¢do que rege o nivel de energia entre
dois atomos varia de acordo com a distancia entre seus nucleos (Figura 2.2.1.I1:
Energia). Quando a distancia entre os dtomos € maior do que na posicdo de menor
energia, a forca de atracdo € predominante (parte continua da curva); ao diminuir a
distancia em relacdo a posicdo de equilibrio, a forca de repulsdao apresenta uma maior

influéncia (parte pontilhada-tracejada da curva).

Figura 2.2.1.I1: Energia — Representacio da fungdo de energia ( E ) entre dois dtomos i e j em fungdo da
distancia que separa seus nucleos (r ;).
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Numa ligagdo covalente formada por atomos diferentes, € comum um deles
atrair mais fortemente o par eletronico do que o outro. Esta capacidade que um atomo
tem de atrair para si o par eletronico que compartilha € denominada de
eletronegatividade. Na Figura 2.2.1.III: Eletronegatividade, as duas moléculas a
esquerda apresentam atomos do mesmo tipo; conseqiientemente, a atragdo que o0s
atomos exercem sobre o par de elétrons compartilhado € a mesma. Para a molécula da
direita, o Cloro (Cl) apresenta uma maior eletronegatividade e atrai para mais proximo

de si o par de elétrons compartilhado, formando uma molécula polar.

E—

Figura 2.2.1.1II: Eletronegatividade — A¢ao da eletronegatividade em moléculas diatomicas.
2.2.2. Ligacoes de hidrogénio

As ligacdes de hidrogénio ocorrem quando um 4tomo de Hidrogénio (H) estd
ligado covalentemente a d&tomos eletronegativos, como o Fluor (F), o Oxigénio (O) e o
Nitrogénio (N), e apresenta uma forte atracdo com o par de eletros desses mesmos tipos
de atomos presentes na molécula vizinha (intermoleculares) ou na prépria molécula
(intramoleculares). A Figura 2.2.2.1: Ligacdo de Hidrogénio A mostra moléculas de
dgua formando um dipolo elétrico, com o lado negativo (§°) representado pelo elemento
mais eletronegativo, caracterizando, assim, uma molécula polar. Esse dipolo criado é
essencial na formacdo das ligagdes de hidrogénio, onde o lado positivo (Hidrogénio) é
atraido pelo lado negativo (neste exemplo, o Oxigénio). Em alguns casos, a ligacdo de
hidrogénio pode ocorrer dentro da prépria molécula (Figura 2.2.2.I: Ligacao de

Hidrogénio B).

2.2.3. Interacao de Van der Waals

As interacOes de Van der Waals, ou forcas de dispersdo de London, sdo outro
tipo de forcas intermoleculares responsdveis por manter moléculas eletricamente neutras
ou apolares (como H,, F,, Cl,) préoximas. Essas forcas resultam do seguinte: num
determinado instante, uma molécula pode apresentar mais elétrons num lado que em

outro, estando, momentaneamente polarizada. Por inducgdo elétrica, esta molécula
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provoca a polarizacdo da molécula vizinha, resultando numa fraca atragao entre ambas

(Figura 2.2.3.1: Interaciao de Van der Waals).

A) B) ligacdode H

B

ligagio de H

+ ’

¢

Figura 2.2.2.1: Ligacao de Hidrogénio — a) Ligacdo de hidrogénio em moléculas de agua (H,O). b)
Representagdo de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular.

Essa forca entre os dtomos é normalmente modelada de acordo com a fungéo de

Lennard-Jones 12-6:

#

v(r)=de [E]u— z[%]ﬁ ( Eq. 2.2.3.1)

onde € e ¢ sdo parametros que dependem do par de dtomos interagentes, € o termo r
representa a distdncia entre os atomos. A Figura 2.2.1.II: Energia corresponde a
representacdo grafica dessa funcdo, sendo o termo elevado a poténcia 12 associado a

repulsdo e o termo a poténcia 6 a atragao.

12 molécula

molécula
momentaneamente
r 4+ polarizada

- 1
+

22molécula

.
;/

polarizacio induzida

y +
i . i . I pela 1* molécula
+

Interacio de
Van der Waals

Figura 2.2.3.I: Interacio de Van der Waals - Mecanismo do surgimento da interacdo de Van der
Waals.

20



2.2.4. Interacao eletrostatica

Interacdo eletrostética € a for¢ca que age num 4tomo de carga elétrica q; como
resultado da presenca de um outro dtomo de carga qz, podendo ser de repulsdo quando
as cargas apresentam o mesmo sinal (negativa-negativa ou positiva-positiva) ou de
atracdo, quando os dtomos apresentam cargas opostas (positiva-negativa) (Figura

2.2.4.1: Energia Interacao Eletrostatica).

Figura 2.2.4.1: Interacdo Eletrostatica — Representacdo das forcas que agem nos dtomos quando eles
apresentam cargas de mesmo sinal (positivo-positivo) e quando se encontram com cargas de sinais
opostos (positivo-negativo).

Para determinar a for¢a que age nos dtomos, aplica-se a Lei de Coulomb:

F="1%2  (Eq.2.2.4.1)

- dregd?

onde d ¢é a distancia entre as cargas e €y € a constante elétrica. Quando as cargas estdo

imersas num meio dielétrico de constante €, a equagdo de forca torna-se,

F=—2% (Eq. 2241

- dreged?

2.2.5. Angulos Diedros

Angulo diedro ou angulo diédrico, ou simplesmente diedro, é o menor angulo
formado a partir da interseccdo entre dois planos (Figura 2.2.5.I: Angulo Diedro).

Um diedro formado a partir da intersec¢do dos planos determinados pelos pontos
1-2-3-4 (Figura 2.2.5.11: Orientacao do Diedro A) serd positivo caso a rotacdo do eixo
3-4 seja horéaria em relacdo a 1-2, quando se visualiza a ligacdo 2-3 para baixo. Além
disso, o angulo € associado ao valor de 0° quando os pontos se apresentam numa
conformacgdo syn (em forma de U), ou seja, 1 e 4 estdo no plano descrito por 1-2-3 do
mesmo lado em relacdo a ligacdo 2-3 (Figura 2.2.5.11: Orientacao do Diedro B); por

fim, o angulo apresenta o valor de 180° na conformacdo anti (Figura 2.2.5.I11:
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Orientacao do Diedro C), quando 1 e 4 se encontram em lados opostos. Dessa forma, o

valor assumido por um diedro estd compreendido no intervalo (-180°, +180°].

Figura 2.2.5.I: Angulo Diedro - A partir da interseccio entre dois planos, o menor angulo é determinado
como o diedro, neste exemplo o angulo € 0.

Figura 2.2.5.II: Orientacao do Diedro — A) O angulo diedro, formado a partir da interseccéo dos planos
determinados pelos pontos 1-2-3-4, serd positivo, neste exemplo, caso a rota¢do do eixo 3-4 seja orientada
para a direita; B) Conformacao syn, em forma de U, associada ao valor de 0° do diedro; C) Conformacio
anti, referente a 180°.

2.2.6. Minimizacao Local e Global

Muitas vezes busca-se obter a estrutura de uma molécula a partir do processo de
minimizac¢do da fun¢do de energia da molécula. Essa minimizacdo pode ocorre de duas
formas: localmente e globalmente.

A minimizacdo local, ou otimizacdo local, € o algoritmo que busca a melhor

solu¢do para um problema dentro de um conjunto de solu¢des proximas entre si, solu¢ao
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esta que depende do ponto de inicio do processo (Figura 2.2.6.1: Minimizacio). Por
outro lado, a minimizac¢do global busca a melhor solu¢do entre todas as possiveis.

Infelizmente, nem sempre € possivel obté-la, sendo impraticidvel em algumas situacoes.

Energia

Coordenada

Figura 2.2.6.1: Minimizacao — Dado o grifico acima, uma busca pelo menor valor local realizada num
processo de minimiza¢do, que tomasse como valor inicial qualquer ponto pertencente ao segmento em
verde, inevitavelmente retornaria o valor correspondente ao ponto em laranja. Caso o mesmo
procedimento fosse realizado com um algoritmo de otimizagdo Global, era bem provével que o valor de
retorno correspondesse ao ponto azul.

2.2.7. Raiz quadrada da média das distancias (RMSD)

Dadas duas estruturas espaciais, ou um trecho de cada uma das estruturas, com a
mesma seqiiéncia de 4atomos, a raiz quadrada da média das distancias (RMSD) ¢

calculada a partir da seguinte expressao:
Z |7(A) — 7:(B)|? (Eq. 2.2.7.1)

onde N € o nimero de dtomos da seqiiéncia, rj(A) representa as coordenadas do dtomo i
na estrutura A. Pela definicdo fica evidente que o menor valor dessa distancia é zero,
enquanto que ndo existe um limite superior.

Existem duas formas de se calcular o RMSD: localmente ou globalmente. No
primeiro caso, RMSD-Local, os dtomos equivalentes das duas estruturas, ou dos dois
trechos, sdo superpostos, através de rotacdo e ou translacdo das estruturas, como

mostrado na Figura 2.2.7.1: Superposicao. Nesse caso € preciso determinar quais os
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atomos serdo usados para guiar a superposicdo. Em seguida é efetuado o calculo do
RMSD. Para o RMSD-Global, o cdlculo da distancia € feito a partir das posi¢oes

originais dos dtomos das estruturas.

A B C

o © C © E
© Eog 0,
oF F
EO © D@
DO F e ——— @C

aC BO
BO ACo

AC

Figura 2.2.7.1: Superposicao — Superposicio dos dtomos de duas estruturas

Figura 2.2.7.1: RMSD - No lado esquerdo hd duas estruturas bastante semelhantes (a regido em cinza
das duas estruturas € idéntica.). A) Trechos de regides correspondentes, mostrando que a dire¢do é
bastante diferente, gerando um alto valor para o RMSD-Global. B) Apés o a superposicido das regides
percebe-se uma semelhanca entre elas, logo um valor baixo para o RMSD-Local.

O RMSD-Local é usado quando se deseja medir a similaridade interna entre
trechos de estruturas, sem interesse nos outros atomos. Por outro lado, 0o RMSD-Global

€ principalmente utilizado na avaliacdo da orientac@o espacial de trechos de estruturas,
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ou seja, considerando a disposi¢ao do trecho em relagdo aos demais atomos. Por
exemplo, regides correspondentes de duas conformagdes distintas mesmo apresentando
um baixo valor no cdlculo do RMSD-Local, podem apresentar direcdes bastante
diferentes quando toda a estrutura é considerada, e conseqiientemente um alto valor de

RMSD-Global, como acontece na Figura 2.2.7.11: RMSD.

2.2.8. Alinhamento de seqiiéncias

Trata-se de uma comparagdo entre duas ou mais seqii€ncias procurando
caracteres individuais ou padrdes de caracteres que estio em uma mesma ordem nas
seqiiencias. Tém por objetivo determinar o grau de similaridade entre duas ou mais
seqiiéncias, ou semelhanca entre regides das seqii€éncias.

De uma forma bastante simplificada, o método insere espagos entre os elementos
unitdrios das seqiiéncias com o objetivo de fazé-las coincidirem o maximo possivel. A
qualidade de um alinhamento é dada em funcdo do nimero de espacos inseridos, os
elementos pareados coincidentes e ndo coincidentes.

Existem dois tipos de alinhamento: global e local. O primeiro usa a seqiiéncia
por inteiro, aplicando tantos caracteres quantos forem possiveis. Mais usado na busca de
alinhamentos 6timos, analisando seqiiéncias com aproximadamente o mesmo tamanho e
que apresentem um certo grau de similaridade.

O alinhamento local tem por objetivo comparar pequenos trechos entre as
seqiiéncias, formando sub-alinhamentos entre as mesmas. Focado especialmente quando
se tem por interesse determinar regides conservadas que indiquem, pelo menos, uma
fraca relacdo entre as seqiiéncias.

Além de um alinhamento entre seqiiéncias, € possivel também determinar a
similaridade entre estruturas 3D. Neste caso, além da ordem em que os elementos se

apresentam, € também preciso considerar a orientacdo dos trechos da estrutura.

Secao 2.3. Aminoacidos

Os aminoécidos sdo as unidades fundamentais das proteinas e sdo formados por
atomos de Carbono (C), Oxigénio (O), Hidrogénio (H) e Nitrogénio (N), alguns com a
presenca também de dtomos de Enxofre (S). Essas unidades podem ser divididas em 4
partes: a cadeia lateral (R), o grupo carboxila (COOH), que lhe atribui a caracteristica

de 4cido organico, o grupo amina (NH>), constituindo o cariter bdsico, e o Carbono alfa
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(Ca), que se conecta com as 3 partes citadas e com mais um atomo de hidrogénio. Na

Figura 2.3.1: Aminoacido é apresentada a representagdo da estrutura bidimensional de

Grupo
deido

Grupo Amine

um aminoacido.

Grupo ou cadeia
lateral

LEGENDA
@ = atomo de hidrogénio e = alomo de oxigénio

o = dtomo de nitrogénio e = atomo de carbono

Figura 2.3.I: Aminoacido — Representacdo da estrutura bidimensional de um aminodcido.

O grupo lateral determina os diferentes tipos de aminodcidos encontrados na
natureza, podendo ser constituido por um tnico dtomo de H, como ocorre com a
Glicina, ou por uma combinacdo de dtomos de C, N, O, H e S, sendo este ultimo
presente apenas na Metionina e Cisteina. As estruturas dos 20 aminoacidos mais
comuns estio presentes na Figura 2.3.I1: 20 Aminoacidos. Para os dtomos de C, N, O e
S presentes na cadeia lateral, chamados de atomos pesados, ha uma nomenclatura
especial: o primeiro dtomo do grupo lateral, na maioria dos casos um C, recebe a
extensdo [ (beta), tornando-se o CB. Os demais recebem como sufixo outras letras
gregas seguindo a ordem alfabética: y (gama), 6 (delta), € (epsilon), C (zeta), n (eta). Na
Figura 2.3.II1: Nomenclatura ha dois exemplos, Lisina e Tirosina, de como se procede
a nomenclatura dos dtomos da cadeia lateral.

Uma das principais propriedades apresentada pelos aminoécidos € determinada a
partir de sua estrutura tridimensional ou estereoquimica. Dados dois aminoacidos, sendo
um a imagem especular do outro, eles desviam um feixe de luz polarizada incidente
neles em diregdes opostas. Tais aminodcidos quirais sdo entdo classificados como
enantiomeros entre si.

No caso da molécula de aminodcido, ele e sua imagem especular nio se

superpdem, sendo também denominados de estereoisomeros. Fato semelhante ocorre
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entre a mao direita e esquerda de um ser humano. Elas representam a imagem especular

uma da outra, mas ndo se sobrepdem.

CHz—CH—COOH BT Bk —CH—CH—
3% Ho'@_CHa*CH—COOH HOOC ~CH;~ CH—COOH CHy—GH—CH—COOH
NHa NH NH, OH NH,

2

Alanina (Ala, &) . N .
CH ' Tirosina (Tyr, Y) Acido aspartico (Asp, D) Treonina (Thr, T)
3

°"= CH;~CH—COOH HOOC—CH;~ CHy~GH—COOH GH,— CH—COOH
JCH = GH—COOH ! NH NH OH NH
cu, NH,y N a 2 2

Acido Glutamico (Glu, E) Serina (Ser, §
Isoleucina (Ile, I) H ' (Ser, 5)

Tripofano (Trp, W)
H;C
cu —CHy—CH—COOH C{'Hg—-CH,—QH —COOH H,N- ﬁ—cH,-CH,—ﬁ.H—COOH ENlCOOH
HaC NH, —CHs  NH; 0 NH, I

; H
Leucina (Leu, L) Metionina (Met, M) Elitanina kAl Q) Prolina (Pro, P)
HeC —CH~—
s \cH—CH—coon  HaN—§ —CH,—CH—COOH GHy—CH,—CH,—CH,—CH—COoOH ~ H—(QH COOH
A% NH NH, NH NH,
Hac g 0 5 ! Glicina (Gly, G)
Valina (Val, V) Asparagina (Asn, N) Lisina (Lys, K) '
CH,—CH -COOH H-N—CHy—CH,;—CH,—CH—COOH
— — - - 1
QCH, ?H COOH Cin CIH COOH | | NH: N P'JH,_
NH, SH NH, ’!‘H
Fenilalanina (Phe, F) Cisteina (Cys, C) Histidina (His, H) 2 Arginina (Arg, R)

Figura 2.3.11: 20 Aminoacidos - Os 20 diferentes aminodcidos normalmente encontrados nas proteinas,
com suas estruturas bidimensionais, nomes e abreviacoes.

/ zeta
O
C epsilon /eta

C -
delta EFSH

/ Cueuaz C .
xpsilon
Cgama \ / epsilon

C-—'Cdultﬂ
,gama

C heta

\

Gﬂ'iﬂ'“ Ca!nha

lisina tirosina

Figura 2.3.II1: Nomenclatura - Exemplos da convencio da nomenclatura dos atomos dos grupos laterais
dos aminodcidos Lisina e a Tirosina.

A propriedade da quiralidade das moléculas de aminoécidos s6 ocorre quando
nelas encontra-se um centro de quiralidade, ou seja, um atomo ligado a quatro grupos

diferentes (Figura 2.3.IV: Moléculas Especulares). O centro de quiralidade dos
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aminoacidos apresenta-se no Co, com excecdo da Glicina, que apresenta dois d&tomos de

H conectados ao Ca, sendo entdo aquiral (Figura 2.3.V: Glicina).

f¥,

Figura 2.3.IV: Moléculas Especulares - A primeira molécula é aquiral, por ndo apresentar um dtomo
ligado a quatro grupos distintos. A segunda é quiral, sendo o 4&tomo na cor verde o centro de quiralidade.

Ho | w _?_.@

H H

Espelho

Figura 2.3.V: Glicina — A molécula da Glicina e sua imagem especular, caso em que o aminodcido ndo
apresenta quiralidade. As imagens se superpdem, pois apesar de estar conectado a quatro grupos, dois
deles sdo idénticos. Em ambas as imagens o grupo NH;" e o H (esfera maior) estdo acima do plano do
papel, o Ca estd no plano do papel e o H (esfera menor) e o grupo carboxila abaixo do plano do papel.

As duas possibilidades para um aminodcido quiral sdo nomeadas Laevus (L-) e
Dexter (D-), denominagdes originadas do latim que significam esquerda e direita,
respectivamente. No primeiro, o grupo hidroxila (OH) se encontra a esquerda da
molécula, enquanto na configuracdo D, a direita. Os aminodcidos das proteinas sdo
todos do tipo L. A Figura 2.3.VI: Alanina L-D apresenta as duas possiveis
configuragdes da Alanina, onde os tridngulos preenchidos representam um plano acima

do papel e o tracejado um plano abaixo.

HO 0 OH
N U
c c
HNw-C~<aH  Hi C -t NH,
CH, CH,
L-Alanina D-Alanina

Figura 2.3.VI: Alanina L-D - A estrutura espacial da molécula da Alanina com as configuragdes L e D.
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Secao 2.4. Proteinas

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes na célula [LNCO02], além
de serem as mais diversificadas quanto a forma e a funcdo, exercendo atividade tanto
em termos estruturais (regula e organiza a estrutura arquitetonica das células e dos
tecidos, como o citoesqueleto; proporciona uma matriz para o 0sso, tecido conjuntivo e
musculos) quanto funcionais (os hormonios, os catalisadores, as moléculas receptoras e
de transporte; no mecanismo de defesa), sendo importantes para quase todos os

processos bioldgicos.

2.4.1. Formacao da Proteina

As proteinas sao constituidas por cadeias de aminodcidos, normalmente mais de
100, unidos por uma ligacdo covalente chamada de ligacdo peptidica onde o grupo
amina de um aminoécido interage com a carboxila do outro, liberando uma molécula de
agua [KC99] (Figura 2.4.1.1: Ligacao Peptidica). Os compostos resultantes deste tipo
de ligagcdo sdo os peptideos, motivo pelo qual as proteinas sdo também mencionadas

como cadeias polipeptidicas.

R H R
OH L X
| — 1

/ | s
HN—C—C  + HN—C—C — HN—CfC—N-IC—C + HO
I To | 0 | Im o

H H [—IG\I—I

ligagéo peptidica

Figura 2.4.1.1: Ligacao Peptidica - A ligagio peptidica se forma entre o 4tomo de carbono (C) do grupo
carboxila e o 4&tomo de nitrogénio (N) do grupo amina. A 4dgua (H,0O) se forma a partir do -OH do grupo
carboxila de um dos aminodcidos e de um dtomo de hidrogénio do grupo -NH, do outro aminodcido.

As ligagdes peptidicas apresentam duas estruturas de ressonancia: ‘O-C=NH" e
O=C-NH. Essas estruturas representam a mesma ligacdo, mas diferem pelo
posicionamento dos elétrons (Figura 2.4.1.I1: Ressonancia). Isso faz com que este tipo
de ligacao tenha um carater parcial de ligacdo dupla, sendo mais forte que uma ligacao
simples comum, e como conseqiiéncia, o grupo peptidico (O=C-N-H) responsavel pela
unido dos dois aminodcidos € planar (Figura 2.4.1.II1: Ligacao Planar), adotando
conformacgdo syn (0°) ou anti (180°), sendo esta tltima a mais comum, por apresentar

uma menor probabilidade de repulsdo entre dtomos (Figura 2.4.1.1V: Anti-Syn).
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Formas de Ressonancia
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:Q: \

Estrutura mesomérica

Figura 2.4.1.11: Ressonéncia - Do lado esquerdo tém-se as duas estruturas de ressondncia possiveis para
a ligacdo peptidica. Na primeira, O=C-NH, um tnico par de elétrons é compartilhado entre o C e o N; em
"O-C=NH" h4 uma liga¢do dupla entre eles. Do lado direito estd representada uma estrutura intermedidria,
ou de equilibrio mesomérico, dos modelos de ressonancia.

Figura 2.4.1.1II: Ligacdo Planar — Seqiiéncia polipeptidica com quatro ligacdes peptidicas, onde em
cada um dos planos encontra-se o grupo peptideo que é responsavel pela unido de dois aminodcidos.

H Co

Ca N Cua N
\c/ \Cm \c/ N
|| ||
O O

ANTI SYN

Figura 2.4.1.IV: Anti-Syn - As duas possiveis orientacdes para as ligagcdes peptidicas. Na conformagio
anti os Co se encontram em posi¢des opostas no plano em relagdo a ligacdo C-N. Na syn, eles se
apresentam do mesmo lado.
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2.4.2. Do DNA a proteina

Nas células dos seres vivos, as proteinas sdo sintetizadas a partir do processo de
transcricdo-traducao das seqiiéncias de nucleotideos presentes nos genes. Inicialmente, o
DNA sofre a transcri¢do, o que produz moléculas de RNA-mensageiro (RNAm) que,
diferente do DNA, apresentam uma unica cadeia de nucleotideos, moldados a partir de
um unico filamento do DNA. Neste processo, cada nucleotideo do DNA corresponde a
um nucleotideo complementar no RNAm, seguindo a correspondéncia citosina-guanina
e adenina-uracila (Figura 2.4.2.1: Transcri¢ao-DNA).

Em seguida, o RNAm sofre o processo de tradugdo, onde o cédigo da seqiiéncia
de nucleotideos € lido em trincas de bases nitrogenadas, denominadas de c6dons. Cada
um desses tercetos corresponde obrigatoriamente a um aminodcido da proteina a ser
formada ou a um cédon que indica a finalizacio da traducdo para uma proteina (Figura

2.4.2.I1: Traducao-RNAm) (Tabela 2.4.2.1: C6don-Nucleotideo).

fita passiva

5wl "x\"
QOcorrendo a Trancricao Resultado Final

Figura 2.4.2.1: Transcricao-DNA - Na imagem da esquerda, as fitas de DNA estdo se afastando e o
RNAm estd sendo formado em apenas uma delas, a chamada fita ativa, pelo processo de transcricdo do
cddigo genético. Do lado direito, o resultado final é apresentado, quando a fita de RNAm se destaca da
fita de DNA, que torna a parear com a fita passiva.
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Figura 2.4.2.11: Tradu¢ao-RNAm - A imagem apresenta uma fita de RNA e a organizacio das trincas
em cddons.
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Tabela 2.4.2.1: Céodon-Nucleotideo — A tabela determina as 64 possiveis combinagdes com trés bases
nitrogenadas, formando os cddons, e os aminodcidos. Trés cédons (UGA, UAG, UAA) indicam o final da
cadeia polipeptidica.

2.4.3. Estruturas das Proteinas

Como conseqiiéncia da complexidade das proteinas, definiu-se quatro niveis de

estruturas para seu estudo [Mou99]:
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Estrutura primaria: é a representacdo estrutural mais simples, formada pela
seqiiéncia dos aminodcidos, representando as ligacdes peptidicas. Neste tipo de
estrutura, o aminodcido N-terminal (com o grupo amina livre) é representado
como o primeiro a esquerda. Informagdes sobre os posicionamentos das pontes
dissulfidicas (ligag@o entre os atomos de enxofre) podem ser combinadas com a
estrutura primdria, fornecendo a estrutura covalente completa da proteina

(Figura 2.4.3.1: Estrutura Covalente);

HiN*

Figura 2.4.3.1: Estrutura Covalente - Representacdo da estrutura primdria de uma proteina
iniciando, do lado esquerdo, com um amino4cido N-terminal (com o grupo H;N" livre), e finalizando
com um C-terminal (com o grupo COQO" livre). O 4° e o 11° aminodcidos, ambos a Cisteina,
apresentam uma ligacdo dissulfidica.

Estrutura secundaria: representa interagdes intermoleculares entre os
elementos dos aminodcidos que formam padrées regulares e repetitivos,
ocorrendo localmente ao longo do esqueleto da proteina (cadeia principal). As
ligacbes ndo-covalentes sdo as responsdveis pela estabilizacdo dessas
conformacdes, sendo as ligacdes de hidrogénio as mais determinantes. Os
grupos laterais ndo sdo levados em considera¢do. As formas mais comuns de
estrutura secunddria sdo:

o o-hélice: estrutura secunddria mais presente nas proteinas, formada por
uma dnica cadeia polipeptidica e com conformagdo helicoidal. Apresenta
uma média de dez aminodcidos, mas pode variar de cinco até quarenta.
Sdo mais presentes nas superficies das proteinas, com aminodcidos
hidrofébicos voltados para a face interna. Cada grupo C=0O do
aminodcido na posicdo n estd ligado, através de ligacdo de hidrogénio,

com o grupo NH do aminoécido localizado na posi¢dao n+4. As cadeias
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laterais situam-se fora da hélice (Figura 2.4.3.11: Estrutura Secundaria
A);

o folha-B: segmento da cadeia da proteina formado por cinco a dez
aminodcidos, que interage através de ligagdes de hidrogénio com alguma
outra seqiiéncia de aminodcidos presente mais adiante na proteina. Estas
seqiiéncias podem ser adjacentes, com apenas alguns aminodcidos
separando-as, ou distantes, com outra estrutura entre elas. Podem estar
dispostas em trés direcOes: paralelas, quando os aminodcidos de duas
cadeias consecutivas estdo conectados numa mesma direcdo (cadeias
alinhadas em termos de suas extremidades N-terminais e C-terminais);
antiparalelas, quando duas cadeias consecutivas apresentam 0S
aminoécidos conectados em dire¢des opostas; ou numa mistura das duas,
sendo o padrdo de disposicdo das ligacdes de hidrogénio diferentes em
cada caso (Figura 2.4.3.11: Estrutura Secundaria B);

o alca-f: regido de estrutura secunddria, formada por quatro aminodcidos,
que se dobra sobre ela mesma, sendo responsdvel pela reversdo da
direcdo da cadeia de proteina (Figura 2.4.3.111: Alca-B);

o coil: regido de estrutura secunddria que ndo € hélice, nem folha nem alga.
Estrutura terciaria: ¢ a estrutura espacial da cadeia polipeptidica, incluindo
todos os atomos da molécula, constituida pelas estruturas secundarias, cadeias
laterais e qualquer outro grupo prostético (dtomos ndo pertencentes aos
aminoécidos, mas presentes em algumas proteinas), sendo um resultado de todas
as forcas estabilizadoras, como intera¢des hidrofdbicas, atragdo eletrostatica,
ligacdes de hidrogénio e pontes dissulfeto. Neste tipo de estrutura, definem-se
dois novos elementos:

o lacos ou loops: regides presentes entre estruturas secunddrias e
localizadas na superficie da proteina, apresentando diversas
configuragdes tridimensionais e comprimentos, e que pode variar de dois
a trinta aminodcidos. Sao as regides da proteina mais suscetiveis aos
processos de substituicdo, remog¢do e insercdo de aminoécidos, pois ndo
constituem partes das estruturas secunddrias € ndo tém uma relagdo forte
com o ambiente em que a proteina estd imersa, como o apresentado pela

regido central (Figura 2.4.3.1V: Estrutura Terciaria).
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o dobras ou folds: combinacdes de varias estruturas secunddrias conectadas
por lagos, formando configuracdes que se repetem em diversas proteinas.
Podem ser chamados de motifs ou estruturas supersecundarias (Figura
2.4.3.V: Dobras).

A grande importancia da estrutura tercidria estd no fato da funcionalidade de

uma proteina estar relacionada com sua conformagao tridimensional.
¢ Estrutura quaternaria: é o arranjo espacial da estrutura da proteina no caso em
que hd mais de uma cadeia polipeptidica independente, podendo estar presente
entre 2 a 12 cadeias, idénticas ou diferentes (Figura 2.4.3.VI: Estrutura
Quaternaria). As cadeias sdo mantidas pelas mesmas forcas que determinam as

estruturas secundarias e terciarias.

A. o hélice B. falha g

/"f' paralelo -
paralela

antiparalela antiparalela

Figura 2.4.3.II: Estrutura Secundaria — Representacdo dos dois principais tipos de estruturas
secundarias: a-hélice e folha-, com os Ca em azul, C=0 em amarelo e o NH em verde. A) Reprodugéo
da estrutura secunddria o-hélice, onde cada grupo C=0 do aminodcido na posi¢do n estd conectado, por
ligagdo de hidrogénio com o aminoacido na posi¢do n+4. B) Reprodugdo das estruturas secunddrias
folha-B paralela, antiparalela e paralela-antiparalela. No primeiro caso, os aminodcidos de duas cadeias
consecutivas estdo com o grupo NH na parte inferior do aminodcido ao qual pertencem; no segundo caso,
a posicdo do grupo NH para duas cadeias consecutivas se encontra, em uma delas, na parte inferior do
aminodcido ao qual pertence, e na outra, numa posi¢cdo superior. As conformagdes antiparalelas sao mais
estdveis, devido ao melhor alinhamento das liga¢des de hidrogénio. C) Terceiro caso em que na folha-f3
ha a presencga de cadeias paralelas e antiparalelas.
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Figura 2.4.3.III: Alca-B — Representagdo da estrutura alca-f. Na figura da esquerda, uma das sete
conformacdes tridimensionais possiveis: em vermelho os Oxigénios, em lilds os Nitrogé€nios e em cinza
os Carbonos. Na imagem da direita, a representacdo bidimensional genérica desse tipo de estrutura.

Figura 2.4.3.IV: Estrutura Terciaria — Representacio da estrutura tercidria de uma proteina,
com destaque para as estruturas secundarias, como o-hélice (vermelho e amarelo) e as folhas-f
(azul); os lagos estdo em cinza.

(a)

(b)
__—Lacgo

o-hélice

folha-3

Figura 2.4.3.V: Dobras — Representacido de duas possiveis dobras pertencentes a uma estrutura
tercidria. A) Dobra folhas-f - a-hélice - folhas-f3 ¢ B) Dobra a-hélice - a-hélice.
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(@) () o-subunidades

B-%ubunidades heme + Ferro

Figura 2.4.3.VI: Estrutura Quaternaria — Representacido da hemoglobina do sangue humano, composta
por quatro cadeias protéicas, quatro heme (pigmento que da cor ao sangue) e quatro dtomos de Ferro. As
subunidades o (cadeias em azul) sdo semelhantes entre si, assim como as subunidades B (cadeias em
verde).

2.4.4. Angulos diedros das proteinas

Este topico apresenta a definicdo dos dngulos diedros ou dngulos de torgdo
presentes na conformacdo tridimensional das proteinas, origindrios da intersec¢do entre
dois planos determinados por aminoécidos consecutivos.

Para a cadeia principal de uma proteina, trés sdo os tipos de angulos diedros
presentes: @ (phi), y (psi) e ® (6mega). O primeiro é formado a partir da interseccao
dos planos determinados pelos dtomos Cp.; - Ny - Ca, € Ny - Cap, - C,, onde n € a
posicdo do aminodcido na seqiiéncia da proteina e C,_; e C, referem-se aos carbonos do
grupo carbonila (Figura 2.4.4.1: ®).

O vy € determinado pelos dtomos de N, - Ca , - C, - Npyy (Figura 2.4.4.11: y),
enquanto que o ® € definido a partir dos dtomos de Ca, - C, - Npy1 - Cat iy (Figura
244111 o).

Para as cadeias laterais, os angulos diedros sdo representados pela letra grega y
(chi), e as coordenadas de quatro dtomos também sdo necessdrias. A Tabela 2.4.4.1:
Angulos Diedros das Cadeias Laterais indica os possiveis dngulos diedros para cada

um dos grupos laterais.
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Figura 2.4.4.1: ® - Representagdo do angulo diedro ®. Na imagem a esquerda, uma perspectiva
bidimensional. Na segunda figura, uma visualizag¢@o ao longo do eixo da ligacdo entre 0 Ca e o N .
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B C
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Figura 2.4.4.1I1: y — Representagdo do angulo diedro y. Na imagem & esquerda, uma perspectiva
bidimensional. Na segunda figura, uma visualiza¢do ao longo do eixo da ligacdo entre o Ca e o C do
grupo carboxila.

T
N ~ (@
) &

Figura 2.4.4.III: ® — Representagdo do angulo diedro . Na imagem a esquerda, uma perspectiva
bidimensional. Na segunda figura, uma visualiza¢do ao longo do eixo da liga¢do entre o C da carboxila e
oN.
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X1 X2
Aminoécido | Atomos Usados | Aminoacido | Atomos Usados
ARG N-CA-CB-CG ARG CA-CB-CG-CD
ASN N-CA-CB-CG ASN CA-CB-CG-0OD1
ASP N-CA-CB-CG ASP CA-CB-CG-0ODf1
CYS N-CA-CB-SG GLN CA-CB-CG-CD
GLN N-CA-CB-CG GLU CA-CB-CG-CD
GLU N-CA-CB-CG HIS CA-CB-CG-ND1
HIS N-CA-CB-CG ILE CA-CB-CG1-CD
ILE N-CA-CB-CG1 LEU CA-CB-CG-CD1
LEU N-CA-CB-CG LYS CA-CB-CG-CD
LYS N-CA-CB-CG MET CA-CB-CG-SD
MET N-CA-CB-CG PHE CA-CB-CG-CD1
PHE N-CA-CB-CG PRO CA-CB-CG-CD
PRO N-CA-CB-CG TRP CA-CB-CG-CD1
SER N-CA-CB-0OG TYR CA-CB-CG-CD1

THR N-CA-CB-OG1 X3
TRP N-CA-CB-CG ARG CB-CG-CD-NE
TYR N-CA-CB-CG GLN CB-CG-CD-OE1
VAL N-CA-CB-CG1 GLU CB-CG-CD-OEH1
X 4 LYS CB-CG-CD-CE
ARG CG-CD-NE-CZ MET CB-CG-SD-CE

LYS CG-CD-CE-NZ x5
ARG | CD-NE-CZ-NH1

Tabela 2.4.4.I: Angulos Diedros das Cadeias Laterais — Apresenta os cinco diferentes tipos de 4ngulos
diedros das cadeias laterais. Uma das colunas é preenchida com o tipo de aminodcido que contém o
diedro, a outra contém os dtomos que determinam os planos de intersec¢@o. Nesta tabela, A=ao; B=f; G
=y,D=03,E=¢,Z=(eE=n;

Secao 2.5. Banco de Proteinas

Como ja& foi dito anteriormente, umas das preocupagdes iniciais da
Bioinformética era a construcdo de formas de armazenamento dos principais dados
utilizados na drea: as seqiiéncias de nucleotideos e aminodcidos. As estruturas dos
bancos de dados foram aplicadas justamente com o objetivo de dar suporte a resolu¢do
dos problemas de armazenamento e acesso aos dados obtidos. As principais bases
utilizadas nos estudos da Biologia Computacional sdo:

® GenBank: base de dados do National Institutes of Health [NIH], construida pelo

National Center for Biotechnology Information (NCBI), e que compreende

seqiiéncias de nucleotideos e estruturas primdrias de proteinas. Juntamente com

outros dois bancos, DNA Data Bank of Japan [DDBJ] e European Molecular

Biology Laboratory [EMBL], forma o International Nucleotide Sequence
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Database Collaboration, trocando informagdes diariamente, fazendo com que
contenham as mesmas seqiiéncias. Cada entrada do GenBank contém a descricao
da seqiiéncia, o nome cientifico e taxondmico do organismo de origem, entre
outras informacdes (Apéndice GenBank).

e  SWISS-PROT [Swiss-Prot]: mantido pelo Swiss Institute of Bioinformatics
[SIB] e pelo The European Bioinformatics Institute [EBI], diferencia-se dos
bancos acima citados por apresentar, além das informacdes centrais
disponibilizadas por eles, um conteido relacionado a anotagdo da proteina
(funcdo, estrutura secunddria, similaridade com outras proteinas, entre outras),
sendo, portanto, considerado um banco de dados de estruturas secunddrias.

® Protein Sequence Database (PSD): originado do Atlas de Seqiiéncia e Estruturas
de Proteinas criado por Margaret Dayhoff [Day72] e mantido pelo Protein
Information Resource [PIR], é outro banco de estruturas secundadrias,
apresentando dados sobre a funcionalidade e classificacdo das proteinas.

e Protein DataBank [PDB]: mantido atualmente pela Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics (RCSB), disponibiliza as estruturas tridimensionais das
proteinas modeladas e publicadas, com informagdes relacionadas as coordenadas
cartesianas dos dtomos, a qualidade do modelo, ao organismo de origem, entre

outras (Apéndice PDB).

Secao 2.6. Predicao de Estruturas de Proteinas

As seqiiéncias das proteinas podem ser obtidas a partir do processo de translagao
do DNA complementar, o cDNA, o qual é obtido a partir do processo de transcri¢ao
reversa do RNAm. Infelizmente, este tipo de seqii€ncia estd pouco presente nos bancos
de dados.

Assim, a obtencdo da maioria das seqiiéncias de proteinas é alcangada
considerando dois casos: 0s organismos com poucos introns, regides do genoma que
ndo sofrem a transcri¢do, com a obten¢do das estruturas primdrias das proteinas sendo
feita a partir da transcricdo de DNA gendmico; € organismos com muitos introns, onde
métodos para a identificacdo dos genes e, conseqiientemente, dos trechos que produzem
proteinas, precisam ser aplicados. Entretanto, esses mecanismos sdo rdpidos e

acessiveis, dado que a maioria deles j4 existe desde a década de 70, gerando um grande

nimero de seqiiéncias de proteinas.
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Com o armazenamento de grande quantidade de dados, outros estudos do
conjunto de proteinas dos organismos foram considerados pela Biologia Computacional.
Um dos principais focos é a compreensdo do relacionamento existente entre as
seqiiéncias de aminodcidos e as estruturas tridimensionais das proteinas, pois € a partir
das conformagdes obtidas que:

¢ Planejam-se experimentos;
® Associam-se funcionalidades a uma proteina;
¢ Formulam-se novas drogas;

e Descobrem-se estruturas de outras proteinas.

H4 mais de 30 anos, busca-se uma solu¢do rdpida e precisa para o problema de
predicdo das conformacdes tridimensionais das proteinas a partir das estruturas
primdrias. Para se ter uma idéia da dificuldade envolvida nesse problema, a cada seis
seqiiencias do banco de dados de proteinas Swiss-Prot (170.140 seqiiéncias submetidas
até 15.02.05) apenas uma tem sua estrutura tridimensional conhecida no PDB (29.636
estruturas submetidas até 15.02.05). E os empecilhos variam desde a lentiddo e a baixa
qualidade das respostas a existéncia de ferramentas criadas para resolver apenas
algumas situacdes especificas.

As vdrias técnicas de predicdo sdo classificadas de acordo com a informacgao
predominante usada nos cédlculos [SB93]:
e Me¢étodos experimentais: incluem cristalografia de raios-X e técnicas de RMN -
ressonancia magnética nuclear.
® Aplicagdes tedricas: dividem-se em métodos fisicos, os quais se baseiam na

interacao entre 4tomos, incluindo dindmica molecular e minimizag¢do da energia;

e em métodos empiricos ou baseados em conhecimento prévio, que dependem

de estruturas de proteinas ja determinadas.

A cristalografia de raios-X consiste em formar um cristal da proteina e submeté-
lo a exposicdo de raios-X para estudar seu padrdao de difracdo. A dificuldade desta
técnica € a propria formacgao dos cristais, que pode durar dias. Uma das solugdes para
acelerar esse processo de formacdo € a construcdo deles num ambiente de gravidade
nula, ou seja, no espago. O modelo originério deste processo € estatico, por apresentar a

conformacdo da proteina no cristal.

41



A ressonancia magnética nuclear funciona submetendo a proteina a um campo
magnético, fazendo com que os spins dos nicleos dos dtomos interajam com o campo,
havendo uma separacdo (desdobramento) dos seus niveis energéticos proporcional ao
campo. Em seguida, ondas de rddio sao emitidas por um transmissor posicionado perto
da proteina. Cada vez que os nucleos sao atingidos, eles ganham energia. Entretanto, ha
a tendéncia deles retornarem ao seu estado de energia minima, emitindo a energia
excedente por radiacdo eletromagnética. Esta energia liberada € detectada e
decodificada, originando informagdes que, apds tratamento detalhado, fornece relagdes
espaciais entre os nucleos, a partir dos quais pode-se obter a estrutura da proteina. A
ressonancia é classificada como um processo dinamico por permitir a determinacao das
conformagdes ao longo de um intervalo de tempo.

As técnicas experimentais, apesar de apresentarem uma precisio superior aos
demais métodos, s@o lentas e caras, pois necessitam de equipamentos, laboratdrios e
pessoas especializados. Por outro lado, as aplicacdes tedricas sdo mais acessiveis, sendo
realizadas em qualquer computador. Dentre elas, o método fisico mais conhecido é o ab
initio [BS00, Pil02], enquanto no campo empirico encontra-se a modelagem por
homologia [MSF*00] e o threading [HTO00].

® Ab initio: com base na teoria termodinamica de Anfinsens [Anf72], que sugere

que a estrutura nativa de uma proteina € aquela com a menor energia global, esse

método busca a estrutura de menor energia, a partir da otimizacdo ou
minimizacao global de uma funcdo de energia potencial, que representa o quanto
a proteina precisa se esforcar para assumir a conformagdo. O procedimento de
obtenc¢ao do modelo € dividido em trés etapas:
o Busca do minimo global em uma representacdo simplificada da
seqiiéncia;
o Conversdo da estrutura de menor energia para uma representagdo com
todos os atomos;
o Busca da conformacao de menor energia da nova representagao.
Esse método apresenta melhores resultados para pequenas seqiiéncias (de até
150 aminoécidos), sendo a precisdao reduzida com o aumento da quantidade de
aminodcidos, além de ser mais lento que as demais aplicacdes tedricas. A fungao
de energia pode ser composta por potenciais derivados de mecanismos
moleculares (atracdo entre 4atomos, angulos de ligacdo, etc.), presentes em

ferramentas como CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
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Mechanics) [CHARMM] e TINKER [TINKER], assim como por potenciais de
energia originados da anélise estatistica de estruturas conhecidas; a otimizagao é
aplicada através de simulacdo de dindmica molecular ou de Monte Carlo. Em
termos de precisdo, essa metodologia apresenta os piores resultados quando
comparada aos outros métodos descritos a seguir.

¢ Homologia ou comparacao: com base nas observacdes obtidas nos laboratérios
em que proteinas com seqii€éncias similares apresentam estruturas similares,
determina-se a estrutura de uma proteina ndo modelada a partir de outras
conhecidas, explorando-se o grau de similaridade entre as seqiiéncias obtido a
partir do processo de alinhamento entre as seqiiéncias. As estruturas conhecidas
s@o obtidas nos bancos de dados publicos.

e Threading ou reconhecimento de dobras: este método de modelagem foi
desenvolvido considerando a caracteristica de que uma grande quantidade de
proteinas apresenta um conjunto limitado de possiveis dobra, sendo bastante
semelhante ao processo da homologia. De uma maneira breve, os passos a serem
seguidos na construcdo do modelo sdo:

o A partir de uma base de dados de estruturas de proteinas é selecionado
um conjunto representativo;

o Determinam-se as dobras relevantes;

o Trechos da seqiiéncia alvo sdo alinhados com as dobras, permitindo
insercoes e remogdes de lagos, em um procedimento de otimizacdo da
funcdo que determina a pontuacdo para o alinhamento entre seqiiéncia e
estrutura (fun¢do objetiva);

o A saida do processo € a pontuacdo das dobras em funcdo dos valores da
funcgao objetiva.

Um caso especial € quando a seqiiéncia alvo tem uma semelhanga significativa
com alguma estrutura do conjunto representativo, nesse caso, o problema recai

em uma modelagem por homologia.

Secao 2.7. Modelagem por homologia

Por se tratar, dentre as aplicacdes tedricas, a metodologia de determinacdo de
estrutura tercidrias mais rapida e precisa, a modelagem por homologia foi selecionada

como 0 mecanismo para a constru¢do dos novos modelos das proteinas.
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Como ja foi dito anteriormente, a idéia central dessa metodologia é obter o
modelo de uma proteina de conformacdo desconhecida (seqiiéncia alvo) a partir de
proteinas com estruturas conhecidas (seqiiéncias moldes ou templates) [MSF00]. Esta
abordagem surge do fato de proteinas com seqiiéncias similares apresentam estruturas
tridimensionais também similares e, em alguns casos, proteinas com seqiiéncias
diferentes podem ter estruturas semelhantes, sugerindo que as estruturas 3-D sdo mais
conservadas que as seqiiéncias. Com a aplicagcdo deste método € possivel predizer 1/3 de
todas as seqiiéncias de proteinas armazenadas no GenBank, o que representa mais
estruturas do que as ja construidas e registradas no PDB.

Alguns pontos contribuem para o bom desempenho desta metodologia: a
quantidade de possiveis configuracdes (dobras) adotadas pela proteina € limitada; o

nimero de familias de proteinas tende a ndo passar de 1.000 [Mou01, HT00], o que

limita a quantidade de conformagdes existentes; e o nuimero de novas estruturas
conhecidas vem crescendo continuamente.

Sd@o quatro os passos necessdrios para a construcdo do modelo gerado por
homologia: busca de dobras e selecio dos moldes, alinhamento entre alvo e molde,
constru¢do do modelo e avaliacio do modelo (Figura 2.7.I: Modelagem por
Homologia).

¢ Busca das dobras e selecio dos moldes: tem o objetivo de identificar proteinas
de estruturas conhecidas relacionadas com a seqii€ncia alvo. A busca pode ser
realizada a partir dos bancos de dados de estruturas e seqii€ncias, tais como

PDB, SCOP [SCOP], DALI [DALI] e o CATH [CATH]. Nessa busca, pode-se

usar a comparacdo seqiiéncia-seqiiéncia (alinhamento entre pares), onde a

seqiiéncia alvo € comparada com cada uma das seqiiéncias do banco de dados

individualmente; ou uma comparacdo multipla (alinhamento mdaltiplo de
seqiiéncias) envolvendo trés ou mais proteinas, sendo esta ultima mais sensivel

por indicar dominios estruturais e regides que representam conservacido da

funcdo. Em seguida, faz-se uma selecao daquelas proteinas que serdo utilizadas
na modelagem, ou seja, os femplates. Na maioria dos casos, o critério de
classificacdo se baseia apenas na similaridade entre as seqiiéncias. No entanto,
outros aspectos podem ser considerados, como a divisio de familia em

subfamilias e a formacao de uma arvore filogenética para a selecdo dos moldes

pertencentes a subfamilias proximas a seqii€éncia alvo; o ambiente de imersdo do

molde (tipo de solvente, pH, etc.); e a qualidade experimental das estruturas
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(precisdo, fator-R). Programas como o BLAST [BLAST] e o FASTA [FASTA]
podem ser empregados no alinhamento entre pares. Para alinhamentos multiplos
usa-se o PSI-BLAST [BLAST].

Alinhamento alvo-molde: diferentemente dos alinhamentos executados na
etapa anterior, feitos a partir das seqiiéncias e com o objetivo de detectar
qualquer relacdo fraca existente entre elas, nesse estigio € construido o
alinhamento 6timo entre a seqiiéncia alvo e as estruturas dos femplates. E
preciso ter bastante atencdo nesta fase, jA que muitos erros de modelagem
ocorrem devido a equivocos de alinhamento. O uso de conhecimentos sobre as
estruturas secunddrias e alteracOes manuais contribuem para um melhor
resultado.

Construcido do modelo: cria-se o modelo da seqiiéncia alvo a partir do
alinhamento obtido no passo anterior, podendo-se utilizar uma dentre as trés
técnicas seguintes:

o Montagem por corpos rigidos: baseada na divisdo das estruturas das
proteinas em trés conjuntos: as regides centrais conservadas, os lagos e as
cadeias laterais. Num primeiro estdgio, sobrepde-se os moldes e constrdi-
se uma moldura formada pela média das coordenadas dos Ca’s das
regides conservadas dos moldes. Em seguida, o modelo da cadeia
principal da regido central da seqiiéncia alvo é gerado pela superposicdo
da moldura com os segmentos de regides centrais dos moldes cuja
seqiiéncia é semelhante a alvo. Os lagos sdo obtidos a partir de bancos de
dados e de acordo com a regido central, e as cadeias laterais sdo baseadas
nas conformagdes das cadeias laterais presentes nos moldes.

o Reconstrucdo de coordenada: hexapeptideos de um conjunto
representativo das estruturas padrdes das proteinas podem ser
organizados em aproximadamente 100 conjuntos distintos [UHW*89].
Assim, adotando os moldes como guias e tendo como base os
alinhamentos da seqii€éncia alvo com as estruturas dos moldes, associam-
se trechos da seqiiéncia alvo a conjuntos de hexapeptideos.

o Satisfacao das restricoes espaciais: com base em andlises muitas vezes
estatisticas das vdrias caracteristicas presentes nas estruturas das
proteinas (angulos diedros, comprimentos da ligacao, angulos de ligagao,

contatos entre atomos nao ligados) obtém-se os valores médios
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correspondentes a cada uma delas, baseados num conjunto representativo
de estruturas de proteinas conhecidas. Desta forma, com base nos
moldes, determinam-se os valores das restricoes que deverdo ser
respeitados, ou ser minimamente infringidos, durante a constru¢do do
modelo da seqiiéncia alvo.
A modelagem dos lagos se apresenta como um ponto de destaque na
determinacdo do modelo de uma proteina, pois a diferenca funcional entre
proteinas de uma mesma familia estd normalmente associada a diferenca
estrutural da superficie da proteina. Tais mudangas freqiientemente ocorrem nos
lagos, indicando que eles t€ém uma forte relacdo com a funcionalidade de uma
proteina.
O principal problema para a boa determinacdo da conformagdo dessas regides se
deve ao fato de que os lagos da seqiiéncia alvo sdo regides estruturalmente
diferentes daquelas correspondentes nos moldes devido a variagdo
conformacional para uma mesma seqiiéncia de aminodcidos. Além disso, por
serem regides pequenas, apenas sua composicdo ndo € suficiente na
determina¢cdo do modelo, sendo necessdrio o conhecimento do solvente em que
se encontra a proteina e dos segmentos vizinhos ao lago na cadeia principal, ou
seja, dos aminodcidos que precedem e sucedem o lago.
Para a solucdo do problema, duas técnicas, ou uma combinacdo delas,
normalmente sdo aplicadas:

o Busca em base de dados: encontra, em bancos de dados de estruturas
conhecidas, segmentos de cadeia principal que coincidam com a
seqiiencia do laco e com as estruturas vizinhas a ele na proteina alvo. A
limitagdo desse método se encontra no proprio tamanho das bases de
dados, pois o nimero de conformagdes retornadas para um lago diminui
com o aumento de seu comprimento, ndo disponibilizando um conjunto
suficientemente grande para a escolha da melhor conformacgdo para o
laco.

o Busca conformacional: também conhecida por predi¢io ab initio, faz a
enumeracdo de possiveis conformagdes para a seqiiéncia num
determinado ambiente, guiado por uma funcdo de energia ou de

pontuacdo para a selecdo das melhores.

46



e Avaliacao do modelo: tem o objetivo de verificar a precisdo da modelagem.
Esta pode ser feita dos seguintes modos: pela similaridade entre os dobramentos
dos templates e do modelo, e entre as seqiiéncias templates e alvo, através da
avaliacdo das propriedades estereoquimicas € por caracteristicas espaciais
(acessibilidade do solvente, formagdo das regides hidrofébicas, distribuicao
espacial de grupos de carga, volume atdmico). A qualidade do modelo esta
associada ao tipo de informacdo que serd retirada da nova estrutura. Por
exemplo, se as identidades entre a seqiiéncia alvo e os templates ficam abaixo de
30% (baixa precisdo), o modelo serve para predizer, aproximadamente, algumas
fungdes bioquimicas; entre 30-50% (média precisdo), € possivel determinar
funcionalidades importantes da seqiiéncia alvo; e acima de 50% (alta precisao), é
possivel ser aplicado no processo de docking. Caso ndo se tenha um modelo

muito bom, retorna-se ao inicio, selecionando-se novos templates.

Os principais erros no processo de modelagem por homologia acontecem na
determinagdo das cadeias laterais, quando uma mesma seqiiéncia apresenta
conformagdes distintas; quando os moldes sdo localmente diferentes da seqii€éncia alvo;
caso regides da seqiiéncia alvo ndo apresente um correspondente nos templates; e
devido a erros de alinhamento e escolhas de moldes muito distantes entre si, com menos

de 25% de identidade.

2.7.1. MODELLER

Dentre os vérios programas que propdem a modelagem das estruturas das
proteinas por homologia (Tabela 2.7.1.I: Modelagem), o selecionado para o
desenvolvimento do projeto foi o MODELLER [MODELLER], por se tratar de uma
ferramenta gratuita para pesquisadores e ser a mais utilizada no processo de construcao
de modelos.

O MODELLER foi desenvolvido para a predicao da estrutura tridimensional de
uma proteina por modelagem comparativa, sem considerar os dtomos de hidrogénio e
utilizando a técnica da satisfacdo das restricdes espaciais. A ferramenta também oferece
outras funcionalidades, como: comparacdo de seqii€ncias e estruturas, clustering de
proteinas, alinhamento entre seqiiéncia e estrutura, busca em base de dados de
seqiiéncias, etc. Um material de avaliacdo da ferramenta, para trés proteinas diferentes,

feito por Andrej Sali ef al. pode ser encontrado em [SPY*95].
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Figura 2.7.1: Modelagem por Homologia — Fluxo da modelagem por homologia

Programa Site
COMPOSER |http://www.tripos.com/sciTech/inSilicoDisc/biolnformatics/composer.htmi
CONGEN http://www.congenomics.com/congen/congen.html
CPH models |http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/
Insight Il http://www.accelrys.com/insight/
MODELLER |http://salilab.org/modeller/
QUANTA http://www.accelrys.com/quanta/
SWISS-MOD |http:/swissmodel.expasy.org/
WHAT-IF http://swift.cmbi.kun.nl/whatif/

Tabela 2.7.1.1: Modelagem — Algumas ferramentas aplicadas na modelagem de proteinas.

Por se tratar de uma ferramenta de modelagem por compara¢do, o MODELLER
estd dividido em varios blocos, de acordo com as etapas descritas no inicio desta se¢do.
Para cada um deles serd feito a seguir um breve comentdrio sobre os algoritmos
aplicados, dos formatos de entrada e das saidas esperadas.

¢ Busca das estruturas e seqiiéncias: a partir de uma base de dados de estruturas,
procuram-se aquelas que apresentam similaridade com a seqiiéncia alvo. Uma
pontuacdo, que pode ser calculada de trés formas distintas, define o grau de
similaridade. A busca ocorre numa base de dados formada por um subconjunto
representativo do PDB, onde estdo presentes seqiiéncias com menos de 40% de

identidade entre si, constituindo cerca de 3.000 estruturas. Isto garante uma
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busca mais rdpida, pois evita a comparagao da proteina alvo com seqiiéncias
muito semelhantes. A busca € baseada no algoritmo de programacao dinamica
de alinhamento de seqiiéncia de Needleman & Wunsch [NW70]; a entrada é um
arquivo texto contento a seqiiéncia alvo, no formato PIR, e a saida € outro
arquivo texto, com os alinhamentos e as respectivas pontuagdes. Neste arquivo
de saida, cada uma das seqii€ncias similares a proteina alvo estd associada a uma
lista com as demais estruturas do PDB semelhantes a elas que ndo estavam
incluidas na base de dados de busca. (Apéndice MODELLER).
Alinhamento muiltiplo: considerando-se apenas as proteinas selecionadas no
passo anterior, constréi-se o alinhamento multiplo de seqiiéncias e estruturas.
Esse alinhamento pode ser executado de quatro formas distintas:

o Alinhamento multiplo entre estruturas;

o Alinhamento multiplo entre seqii€ncias;

o Alinhamento entre dois blocos de seqiiéncias j4 alinhadas;

o Alinhamento entre um bloco de seqiiéncias e um bloco de estruturas

ambos alinhados.

Em alguns casos, o alinhamento deve ser editado manualmente para otimizar sua
qualidade.
Melhorando o alinhamento: o seu objetivo € aperfeicoar o alinhamento obtido
no passo anterior, de forma manual ou automdtica. No processo manual, através
de uma anélise visual, determinam-se regides mais estdveis/varidveis e gaps que
podem ser excluidos ou movidos. No automatico, para cada par de estruturas dos
moldes ¢é feita uma superposi¢do da estrutura dos carbonos-a a partir do
alinhamento, verificando a distincia entre os carbonos-a equivalentes, sendo os
erros de alinhamento indicados por valores acima de 6 A (Amgstrén).
Selecionando os moldes: sdo escolhidas as estruturas mais representativas e
mais proximas a seqiiéncia alvo, a partir de um dendrograma (Apéndice

MODELLER) ou utilizando a técnica de andlise de componentes principais.

Ambos o0s casos sdo construidos com base nas matrizes de distancias dos
alinhamentos dos pares das estruturas selecionadas na primeira etapa. Essas
matrizes sdo criadas em funcao da similaridade dos residuos ou da raiz quadrada
da média da distancia (RMS) entre as posi¢des dos dtomos.

Antes do proximo passo, um alinhamento 6timo entre as seqiiéncias moldes e a

alvo é realizado e corrigido a partir da seguinte avaliacdo: para cada dois dtomos
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consecutivos de Ca da seqiiéncia alvo, calcula-se a distancia entre os dtomos
correspondentes nas estruturas presentes no alinhamento. Resultados acima de 8
A indicam erros de alinhamento entre alvo e molde.

Construindo o modelo: para o desenvolvimento da nova conformagdo da
proteina alvo, a ferramenta MODELLER se baseia no calculo da satisfacdo das
restri¢des espaciais [SB93]. Com base em observacdes retiradas de uma base de
dados ou por cdlculo analitico das restri¢des estereoquimicas, propriedades das

proteinas foram representadas por fungdes de densidade de probabilidade (pdf),

que, combinadas, formam a pdf molecular. E a partir da otimizacdo dessa

expressdo, por técnicas de gradiente conjugado e simulated annealing, o modelo
tridimensional é formado.

No MODELLER, as informacdes retiradas a partir de banco de dados para a
construcdo das pdfs estdo relacionadas a: distncia entre dois dtomos de Ca
equivalentes entre estruturas semelhantes, distancia entre os &tomos de oxigénio
e nitrogénio da cadeia principal e valores dos angulos diedros vy, @, x1, ¥2, X3 €
¥4. As informagdes com origem no cdlculo analitico das restricoes
estereoquimicas para o desenvolvimento das pdfs, com base na estatistica e
mecanica cldssica, sdo: a distancia entre as ligacdes, os angulos das ligagcdes, as
pontes dissulfidicas, a planaridade das cadeias laterais e a interacdo de van der
Waals, entre outros valores.

Apos o alinhamento entre a seqiiéncia alvo e as estruturas moldes, determina-se
a probabilidade do modelo por célculo da pdf molecular, formada tanto por
termos que expressam o relacionamento entre a estrutura alvo e a dos moldes,
como por elementos que limitam as caracteristicas estereoquimicas do alvo. Um
processo de otimizacdo reduz as violagdes apresentadas pelo modelo,
aumentando sua probabilidade baseada na fpd.

Modelagem dos lacos: com o modelo construido, a ferramenta MODELLER
permite que o usudrio modifique regides classificadas como lacos [FDS00]. Da
mesma forma que para a modelagem de toda a estrutura da proteina, a alteracao
das conformagdes dos lacos também nao considera os dtomos de hidrogénio.
Durante o processo de atualizacdo, sdo apreciadas as interacdes entre 0s dtomos
dos lagos e os d&tomos presentes no restante da proteina que ndo se movimentam

durante a execucao desta etapa.
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Durante a modelagem dos lagos, uma fun¢do de pontuacdo baseada nas
preferéncias estatisticas dos 4tomos de uma base de dados de estruturas
conhecidas € otimizada. Inicialmente o laco apresenta-se com uma conformagao
onde os atomos sdo posicionados numa linha. Essa linha conecta o oxigénio da
carboxila da cadeia principal do aminodcido anterior ao laco, com o nitrogénio
do aminoécido posicionado logo ap6s o lago. As coordenadas cartesianas dos
atomos sdo modificadas randomicamente sobre valores uniformemente
distribuidos entre -5 ¢ 5 A.

A func¢do de pontuacdo inclui: propriedades estereoquimicas, como angulos de
ligacdo, distancia de ligacdo; potenciais relacionados a intera¢do entre os 4tomos
ndo ligados e preferéncias estatisticas para os angulos diedros das cadeias
principais e laterais. Cada um dos termos representado por uma funcdo de
densidade de probabilidade.

e Avaliando os modelos: apesar da ferramenta apresentar rotinas que permitem
comparar os valores das caracteristicas espaciais do modelo com os valores
padrao das restricdes aplicadas, ¢ comum avaliar a nova estrutura a partir de
outras ferramentas desvinculadas do MODELLER, como: PROCHECK,
ANOLEA, PROSA, PROVE, WHAT-IF, entre outras.

Todo o ciclo descrito pode ser repetido até que a conformagdo seja boa o
suficiente, ou nenhuma melhora a mais seja possivel. Isto pode ser feito através da
adi¢do ou remocdo de moldes ou, ainda, de modificacdo dos alinhamentos, podendo-se
utilizar algumas regides do modelo intermedidrio como informagdes para o préximo

ciclo.

Secao 2.8. Avaliacao de Estruturas de Proteinas

Uma vez finalizado o processo de modelagem, seja por métodos experimentais
ou tedricos, é necessario descobrir se a construcdo atingiu os resultados esperados ou se
serd preciso melhord-lo, e conseqiientemente, repetir parte do experimento. Assim, para
se desvendar possiveis problemas das novas estruturas, € preciso avalid-las através de
mecanismos de campo de for¢a, de métodos baseados em conhecimento ou de andlises
das propriedades estereoquimicas.

Campos de forca sdo funcdes matemadticas que descrevem o comportamento

estrutural de moléculas através de funcdes de potencial, associadas as interacdes entre
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atomos nao-ligados (como interagdes de Van der Waals e Coulomb), entre dtomos
ligados (distancia das ligacdes, angulos de ligacdo, angulos diedros, etc.) e restri¢des
especiais (restricdes de posi¢cdo e de distancia). Parametros estdo associados a cada um
dos termos variando de acordo com os tipos de dtomos. A energia da molécula é dada
pela soma de cada um dos termos de interacdo e o menor valor indica a conformacao
mais provavel. Por exemplo, o potencial entre dois dtomos ligados numa molécula é

dado pela expressao:

N N
, 2
Z Z K,(r,—70)" (Ea.281)
1=1 j=1+l
onde i e j sdo dois dtomos conectados da molécula, N € o nimero de dtomos da
molécula, K;j; € a constante de forca que varia de acordo com os tipos dos dtomos, Ij; € a
distancia entre esses 4&tomos na molécula e ry corresponde ao valor ideal da distancia.

Os diferentes tipos de campos de forca existentes variam de acordo com os
termos utilizados e os valores das constantes, assim como os tipos de estruturas a que
devem ser submetidos. Por exemplo, o campo de forca AMBER (Assisted Model
Building with Energy Refinement) (Figura 2.8.1: AMBER) ¢ aplicado em estruturas de
proteinas e dcidos nucléicos, apresentando termos referentes aos comprimentos das
ligacdes entre os atomos, aos valores dos angulos de ligagdao (o somatdrio ligantes da
Figura 2.8.I: AMBER), dos angulos de tor¢do (o somatério angulos), de uma
combinagdo de interacdo de Van der Waals e eletrostdtica dos dtomos (o somatdrio nao-
ligantes) e das ligacdes de hidrogénio (o somatorio ligacoes de H).

Os métodos baseados em conhecimento, ou potenciais estatisticos, sao
caracterizados por uma andlise estatistica de estruturas conhecidas e bem formuladas,
modelando a energia potencial das interacOes intramoleculares entre pares de atomos em
funcdo da distancia de separac¢do do tipo de aminodcido [Sip90]. A grande vantagem
dos métodos baseados em conhecimento € a inclusio de conhecimentos e/ou
propriedades que ainda ndo foram totalmente entendidos.

A andlise das propriedades estereoquimicas determina valores padrdo para
algumas das propriedades e compara-os a valores encontrados para as mesmas
propriedades na estrutura de proteinas que estd sendo submetida a avaliagao.

Além destas trés técnicas, a avaliacio pode ter dois objetivos distintos:

classificar um conjunto de conformagdes ou selecionar regides de uma estrutura.
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Figura 2.8.1: AMBER - Expressdo para o cdlculo do campo de forca AMBER de uma molécula, onde: r
¢ a distancia entre dois dtomos conectados e ry a distancia ideal entre eles; 0 é o angulo de ligacdo e 6, o
valor ideal; @ é um angulo diedro da cadeia principal (@, vy, ®) ou lateral (y), n é a periodicidade da
fun¢do potencial e y o deslocamento da fase de acordo com o tipo de diedro considerado; Rj; a distancia
entre dois &tomos nao conectados; K, 6, € representam as constantes para os potenciais.

Classificar um conjunto de conformacdes, seja de uma proteina completa ou de
um fragmento de polipeptidio, tem a finalidade de selecionar as conformagdes mais
proximas a um modelo real num grupo formato por estrutura nativas e ndo-nativas. Para
isso, associa-se a cada seqiiéncia uma pontuacdo originada de uma funcao de energia,
onde os valores mais altos correspondem a estruturas distantes da nativa e os baixos
resultados a modelos préximos do desejado. Para uma classificagdo aplicando campos
de forca, pode-se calcular a pontuacdo através de ferramentas como: CHARMM,
GROMACS [GROMACS] e TINKER, sendo esta dltima de uso gratuito. Por potenciais
estatisticos, pode-se citar o RAPDF criado por Ram Samudrala e John Moult [SM98],
que calcula a probabilidade de uma seqiiéncia de aminodcidos apresentar uma
conformacdo proxima da nativa.

Selecionar regides tem o objetivo de, numa Unica estrutura, determinar trechos da
seqiiéncia que nao estdo de acordo com uma propriedade especifica. Nesta situagdo,
pode-se aplicar as seguintes ferramentas:

e ANoLEA (Atomic Non-Local Environment Assessment) [ANoLEA]: calcula a
energia da estrutura com base nas interagdes entre os pares de dtomos. A funcao
aplicada no calculo da energia, derivada do trabalho desenvolvido por Sippl
[Sip95], depende da distancia de separagdo dos dtomos, sendo derivada de um
banco de dados de 147 estruturas de proteinas nao-redundantes;

® AQUA (Analyzing the QUAlity of biomolecular structures) [LRM96; AQUAL:
conjunto de programas que avalia a qualidade de estruturas originadas do

processo de ressondncia magnética nuclear através de informagdes originadas
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dos NOEs, das distancias entre os atomos, das ligagdes de hidrogénio, das
ligacdes dissulfidicas e dos angulos de torcao;

ERRAT [ERRAT; CY93]: direcionada para modelos originados da cristalografia
de Raios-X, esboca os erros de uma estrutura baseado numa andlise estatistica do
nimero de interacdes entre dtomos nao-ligados de C, N e O, ou seja, seis tipos
de interagdo (CC, CO, CN, ON, OO, NN), separados por uma distancia de no
maximo 3,5 A e de residuos diferentes. Compara a freqiiéncia do nimero de
interacdes da estrutura de entrada com os valores obtidos de um banco de dados
de 96 estruturas de alta resolucao;

PROCHECK [PROCHECK]: esboca os valores das propriedades
estereoquimicas das estruturas por meio de arquivos textos ou graficos,
permitindo uma comparacao com os valores padrao, originados dos trabalhos de
Morris et al [MMH*92] e Engh & Huber [EH91];

ProSa [ProSa, Sip93]: a partir de potenciais criados com base nas propriedades

das proteinas globulares, originadas da cristalografia e da RMN, em funcao dos

pares de dtomos e das interacOes entre o solvente e a estrutura, calcula-se a
energia dos modelos, medindo-se o desvio em relacdo a conformacdes
globulares mais comuns;

PROVE (PROtein Volume Evaluation) [PROVE]: avalia os modelos com base
na comparacdo do volume dos atomos da estrutura de entrada com resultados
originados de um conjunto de proteinas do PDB;

Verify3D [Verify3D; BLE91; LBE92]: compara a estrutura de entrada com sua
propria seqii€ncia, através da técnica de 3D profile. Essa técnica constrdi para
cada posi¢dao de aminodcido da estrutura uma tabela de 20 linhas representando
as preferéncias estatisticas dessa posicdo para cada um dos diferentes tipos de
aminodcidos. Esta tabela estd em funcdo do ambiente no qual a proteina esta
imersa. Aplicando os valores da tabela de acordo com a seqii€éncia de
aminodcidos da estrutura, obtém-se pontuacdes, onde modelos corretos
produzem altos valores [EBL"92];

WHAT_CHECK [WHATCHECK]: avaliador de proteinas, presente no
programa WHAT IF, que calcula propriedades estruturais (fatores-B, ligacdes de

hidrogénio, etc.) e geométricas (quiralidade, planaridade, comprimentos de
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ligacdo, angulos de ligacdo e de tor¢do, entre outras), € compara esses valores

com os obtidos a partir de um conjunto representativo do PDB.

No projeto, apenas quatro ferramentas foram selecionas (ANoLEA, ProSa, PROVE e
PROCHECK), sendo a escolha baseada no fato de que as mesmas:
e Sao utilizadas em outros projetos de grande importancia;
e Apresentam um material explicativo da teoria em que se fundamentaram;
¢ S3o executadas em ambientes Linux ou Unix, com saida em formato de texto;
e A interpretacio dos resultados ndo requer qualquer conhecimento das
propriedades das proteinas utilizadas como entrada;

¢ Diferenciam-se nas informagdes utilizadas para as verificagdes.

2.8.1. ANoOLEA

O ANOLEA ¢ uma ferramenta aplicada na determinagdo de regides defeituosas
de uma estrutura de acordo com a energia de interagdo entre os dtomos. Esse calculo de
energia considera apenas as interacdes ndo-locais entre os dtomos de C, O, N, S da
estrutura, denominados por 4atomos pesados, e gera um perfil da energia, onde
fragmentos com altos valores correspondem aos provdveis erros de modelagem
[MDD*97].

A partir dos 20 aminodcidos mais comuns presentes nas proteinas, definem-se 40
tipos diferentes de dtomos (Figura 2.8.1.1: 40 Atomos) Em seguida, calculam-se dois
tipos de forca média potencial de nivel atdmico (FMP-AT), ou seja, potenciais
estatisticos derivados de um banco de dados de proteinas nao-redundantes, um
dependente da distancia entre os dtomos e envolvendo apenas interagdes nao-locais; o
outro referente a superficie de acesso do a&tomo [MF97]. Todos os potenciais estatisticos
sdo derivados do trabalho desenvolvido por Sippl [Sip90].

A regido ndo-local de um dtomo compreende os dtomos pesados da estrutura
localizados a uma distincia menor que 7 A e separados por pelo menos 11 aminodcidos,
quando presentes na mesma cadeia. No caso de estarem em outra cadeia, apenas a
primeira condigdo é necessaria. Para o cdlculo da FMP, o raio de 7 A é dividido em 35
partes (Figura 2.8.1.I1: Regiao nao-local). A superficie de acesso é o nimero total de
dtomos pesados incluidos em um raio de 7 A de uma esfera centrada no dtomo dado. O

raio € dividido em 20 classes de freqiiéncia em um intervalo de 0 a 99 dtomos [MF98].
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A energia é calculada inicialmente para cada d&tomo, com a soma das FMP-AT

dependente da distancia e da superficie de acesso. Para cada aminodcido, o potencial é

obtido pelo somatdrio das energias dos seus respectivos 4tomos.

5 5 5 5
O 4] 4] 4]
3 2 [l 3 1 Il 3 1 Il 3 1 Il
—H—C—C— —A—-C—C— —R—C—C— —A—C—C—
4 Eh':|: 4 ?(|: 4 Eltl: 4
6 ~ &
& e iy
5 : 5, N
Q
10 1
a1 Il 3 1 I —R—C—C—
—H—-C—C— —R—C—C— a2 !

'?J: gl Cc B¢ 5%
B~ (I: e o
AR 29 8 —H—C—C—
6C 9' 3 E(l:

i S 11]
3|:|| —H—C—C— 5 C
< C EI.!: ﬁ 12CJ/ w12
a1
A g —H— l—C— 12'!: iz
—H—C—C— 8
I al . %Cf
B 5 11(|: 12
|
24 li3 an 1C 'I:I: #5 Y K-::12
e 14 | R 20l , 1z iz
. C11 15C .| C\ 5 )
12 - S
C\ £z 1'5,!) 31C _H_(I:_C_
—C 8
i i ¢
=
18, g
L% % .
a1
B 17 [
I C\ 3 ®c
8. 16y ¢ E'!: _an_1(|:_ I
|
. 33(:\ . (THR) o] 25,
W Yo 2By S 28 19|5

3, 22
N

Figura 2.8.1.I: 40 Atomos - Apresenta os 20 tipos de aminodcidos e a classificacdo para os dtomos, de
acordo com a natureza quimica, localizacdo (cadeia lateral ou principal) e as ligacdes com os outros

elementos.

2.8.2. ProSa

Esta ferramenta emprega um banco de dados de proteinas, o PDB, com a

finalidade de obter valores padrdo para as forcas que estabilizam as dobras de uma

proteina nativa em solucdo. Aplicando o calculo de potencial estatistico derivado de

[Sip90], as forcas descrevem as interagdes entre os dtomos das proteinas em fungao da

distancia de separacdo entre eles e dos tipos de aminodcidos aos quais 0s atomos

pertencem.
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Figura 2.8.1.II: Regido nao-local - em vermelho estd o dtomo do qual define-se a regido ndo-local. A
circunferéncia de raio 7 A encontra-se tracejada e em seu interior alguns dtomos preenchidos, que
correspondem aqueles que se encontram a uma distancia maior que 11 residuos em relagdo ao dtomo
central.

Assim, a energia de uma estrutura é determinada pela recombinacdo desses
potenciais em funcdo da seqiiéncia de aminodcidos e da distdncia entre os 4tomos.
Regides com alto valor de energia s@o consideradas problematicas. Diferente do
ANoLEA, que aplica o mesmo principio de cdlculo de potencial estatistico, o ProSa
considera apenas os dtomos de Ca e CB, mas divide-os em grupos de acordo com os
aminodcidos aos quais pertencem, caracterizando uma forca média potencial aplicada

apenas em nivel de aminodacido (FMP-AA).

2.8.3. PROVE

Como ja citado anteriormente, a ferramenta PROVE avalia os modelos com base
no volume dos atomos pesados. O célculo do volume € feito segundo o método de
Voronoi, e os valores padrao sdo determinados a partir de um conjunto de 64 estruturas
de proteinas com alto valor de resolucdo (precisio menor ou igual a 2 A e fator-R menor
que 0,20).

O volume correspondente a cada dtomo se resume ao menor poliedro limitado
pelos planos que interceptam os vetores de conexdo do dtomo central e seus vizinhos

perpendicularmente na mediana (Figura 2.8.3.I: Voronoi). Apenas os dtomos que se
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encontram no interior da proteina, ou seja, que apresentam drea de contato com o

solvente igual a zero, sdo empregados.

Figura 2.8.3.I: Voronoi - a ilustragio em 2D representa o poligono de Voronoi (em laranja)
considerando o dtomo central, em amarelo, e seus vizinhos em azul. As linhas tracejadas sao os vetores de
conexdo entre dois dtomos e as linhas cheias correspondem aos planos que interceptam os vetores
perpendicularmente na mediana.

Para o PROVE, os atomos foram divididos em 23 grupos (Tabela 2.8.3.1:
Prove), de acordo com o tipo quimico e com os ligantes. O volume médio e o desvio
padrdo para cada um dos grupos foram calculados e estabelecidos como padrao.

Dessa forma, para se descobrir irregularidades no volume de uma proteina
modelada, efetua-se a operacao de Voronoi para cada um de seus dtomos e analisa-se

cada um deles de acordo com a pontuagdao-Z [PRW96]:

Pontuagdo-Z = [V; , — MVy] / oy ( Eq. 2.8.3.1)

onde Vi € o volume do i-€simo dtomo da proteina, sendo este do tipo k. MVy € a média
dos volumes do tipo k, originados da base de dados, e ox € o desvio padrdo. Para as
pontuagdes maiores que trés, € provavel a presenca de erros.

Infelizmente, quando se comparam as regides defeituosas indicadas pelo PROVE
com as recomendadas pelo PROCHECK, ha algumas diferencgas, provavelmente devido
a pequena quantidade de proteinas da base de dados da primeira ferramenta. Apesar

disso, o PROVE ¢ utilizado no projeto por considerar um parametro, o volume do
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atomo, que nao € aplicado na maioria dos procedimentos de constru¢ao de modelos, ou

seja, um termo independente do processo de modelagem.

C |Carbono sem H (dos grupos amida e carboxila)
CH1 |Carbono conectado a 1 H (Ca da maioria dos aminoécidos)
CH2 |Carbono conectado a 2 H (CB da maioria dos aminodcidos)
CH3 |Carbono conectado a 3 H (Cd1 e Cd2 da leucina)
CR15|Carbono conectado a 1 H em um anel de 5 dtomos (Cn1 da histidina)
CR16 |Carbono conectado a 1 H em um anel de 6 atomos (Cn1 da fenilalanina)
CR5 |Carbono sem H em um anel de 5 atomos (Cy1 da histidina)
CR56 |Carbono entre dois anéis, um de 5 atomos e outro de 6 (C52 do triptofano)
CR6 |Carbono sem H em um anel de 6 atomos (Cy da tirosina)
N |Nitrogénio sem H (N da cadeia principal da prolina)
NC1 |Nitrogénio conectado a 1 H em um grupo de carga (Ne¢ da arginina)
NC2 |Nitrogénio conectado a 2 H em um grupo de carga (Nn2 da arginina)
NC3 |Nitrogénio conectado a 3 H em um grupo de carga (N2 da lisina)
NH1 |Nitrogénio conectado a 1 H (N da cadeia principal)
NH2 |Nitrogénio conectado a 2 H (Ne2 da glutamina)
NRDS5 |Nitrogénio sem H em um anel de 5 atomos (Ne2 da histidina)
NR15 Nitrogénio conectado a 1 H em um anel de 5 &tomos (N&1 da histidina)
O |Oxigénio fora de uma cadeia com carga (O da cadeia principal)
OC |Oxigénio em uma cadeia com carga (Ot1 e O¢2 do acido glutamico)
OH1 |Oxigénio de grupo alcodlico (Oy1 da treonina)
OH2 |Oxigénio da agua
S |Enxofre sem H
SH1 |[Enxofre com 1 H

Tabela 2.8.3.1: PROVE - os grupos de dtomos considerados pela ferramenta PROVE.
2.8.4. PROCHECK

O programa gera um relatério em formato texto que discrimina valores para
diversas propriedades estereoquimicas da estrutura de entrada [LMM*93]. Os
resultados também podem ser obtidos nos formatos de graficos e de tabelas,
denominados de plots, ndo utilizados neste projeto.

Os valores para cada um dos residuos sdo comparados com outros, considerados
ideais, originados a partir dos estudos de Morris et al. [MMH*92] e Engh & Huber
[EH91], sobre estruturas de proteinas de alta resolucdo. As propriedades foram
escolhidas para o projeto, exatamente as duas aplicadas na comparacdo do programa
PROVE, sao mostradas abaixo:

e Angulo diedro y;: 4ngulo diedro formado pelos dtomos de N, Ca, Cp e Cy,

podendo estar em 3 conformacdes — trans, gauche e gauche® (Figura 2.8.4.1:

x1)-
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e (Quiralidade do Ca: valor do angulo de torcdo, definido pelos atomos Ca, N, C, e

CB.

Para os aminodcidos serem considerados defeituosos, € necessario que a0 menos
umas das duas propriedades apresentem uma diferenca em relagdo ao valor ideal de pelo

menos duas vezes o desvio padrao.

gauche
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Figura2.8.4.1: y; - as diversas conformacdes apresentadas pelo angulo diedro 1.

Secao 2.9. Reconstrucao de uma cadeia polipeptidica

A reconstru¢do da cadeia principal, ou backbone, de uma proteina, pode ser
implementada a partir da trajetéria espacial dos carbonos-a, ou seja, com as
coordenadas dos carbonos-a informadas, ou por Ramachandran.

O primeiro método € aplicado, sobretudo, nos estdgios iniciais da difragdo por
Raios-X, quando apenas um mapeamento dos carbonos-a € gerado; nas seqiiéncias do
PDB que apresentam apenas os carbonos-o; ou em processos de modelagem. As
principais metodologias para o desenvolvimento desse primeiro método sao:

® Analitica: aplica relagdes trigonométricas para posicionar os demais dtomos da

cadeia principal da proteina (CB, N, O) a partir de valores padrao dos angulos e

das distancias entre os dtomos da cadeia principal [RS92], obtidos da andlise de

um conjunto de estruturas bem formuladas;
¢ Baseada em conhecimento: a seqiiéncia de Ca € dividida em varios segmentos.

Em seguida, um banco de dados é percorrido na busca por modelos desses

trechos baseados nas posi¢des dos Ca’s e nos tipos de aminodcidos. As

seqiiéncias retornadas da busca sdo ordenadas e usadas como moldes para o

N

posicionamento dos demais dtomos da estrutura submetida a reconstrugdo
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[Adc04]. Dificuldades podem aparecer quando o banco nao apresenta uma boa
cobertura de seqiiéncias semelhantes a cadeia de entrada;

e Minimizacdo de energia: posiciona os dtomos numa conformagdo inicial para
aplicar, em seguida, a otimizacdo de uma fun¢do de energia, seja por dindmica
molecular, simulated annealing, Monte Carlo [KLS02] ou minimizacdo local,
submetendo a proteina a diversas reconstrugcdes. Infelizmente, o tempo
computacional gasto pode ser muito grande quando comparado com as demais

técnicas.

O método de Ramachandran € bastante semelhante ao processo analitico
descrito acima, contando com informacdes relacionadas a distancia entre os &tomos e os
angulos de ligagado, obtidas da andlise de banco de dados de estruturas bem formuladas,
e aplicacao de relagdes trigonométricas. A diferenca é que as posi¢des dos Ca ndo sdo

fornecidas, apenas os valores dos angulos diedros (®, y, ®) entre os 4tomos sao dados.

Secao 2.10. Gerando conformacoes de polipeptidios

Esta secdo descreve algumas técnicas aplicadas na constru¢do de um conjunto de
diversas conformagdes para uma mesma seqii€éncia polipeptidica, sendo as estruturas
formadas aplicadas em processos de predicao de proteinas (RMN, cristalografia por
Raios-X, ab initio ou homologia), na andlise do poder de selecdo da melhor estrutura
das ferramentas que trabalham com potencial estatistico e forca molecular, entre outras
aplicacoes. As metodologias desenvolvidas podem ser divididas em trés categorias:

e Método analitico: o objetivo é a resolucdo de um polindmio de alta ordem
formado por termos dependentes de restricdes geométricas, como angulos e
distancias de ligacdo, e da posicao fixa de aminoécidos situados nos extremos
da cadeia polipeptidica, denominados aminodcidos &ancoras. Apesar de
apresentar uma boa eficiéncia, essa metodologia € limitada pelo tamanho da
conformagdo que consegue resolver: dois a trés aminodcidos. Acima dessa
quantidade, o grau de liberdade das equacdes, e conseqiientemente a aplicacdo
de novas restricdes, cresce, fazendo com que o processo se torne bastante
demorado. Entretanto, alguns trabalhos buscam conformacdes para cadeias pela

combinagdo das solucdes das cadeias menores [WS99];
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e Métodos baseados em conhecimento: a partir da proteina alvo, busca-se, num
banco de dados, estruturas ou seqiiéncias compativeis [DB01]. Em seguida,
extrai-se as regides similares com o fragmento desejado da proteina em estudo,
construindo um conjunto de conformagodes. As dificuldades enfrentadas estdo
relacionadas com o tamanho limite das seqii€éncias (entre trés e oito residuos),
além do tamanho e da diversificagdo do conjunto, devido aos limites de
cobertura das bases de dados.

e Ab initio: apresenta-se de duas formas: através da busca discreta [DB00], com
enumeracdo exaustiva de novas conformacdes e aplicando uma fungdo de
energia simplificada, como campo de forca ou potencial estatistico, para excluir
modelos de baixa energia, funcionando apenas como um filtro de selecdo; ou
com modelagem a partir da otimizagdo da fungdo de energia, onde esta é
responsavel pela constru¢do dos modelos, aplicando dindmica molecular
[FDS00], Monte Carlo ou simulated annealing. Em ambas as formas, ha a

modifica¢do dos angulos de ligacdo e das distancias entre os 4&tomos.

E claro que podem existir mecanismos que combinem essas técnicas, associados
de forma independente, como o CODA, que executa, separadamente, programas que
geram conformagdes por ab initio (PETRA) e baseadas em conhecimento prévio
(FREAD) para em seguida combinar os resultados; ou intercalar os algoritmos, como o

realizado por Martin et al. [MCR89].

Secao 2.11. Construcao das cadeias laterais

A maioria das metodologias que se dedicam a constru¢io de novas
conformagdes ndo levam em consideragdo os elementos das cadeias laterais. Mas, para a
obten¢ao de um modelo final € necessario que ele esteja completo. Em outras palavras,
em algum momento, o restante dos dtomos devera ser inserido.

Muitos métodos se dedicam a inser¢do das cadeias laterais nos backbones, a
maioria aplicado via bibliotecas de rotdmeros, conformagdes de cadeias laterais de baixa
energia, obtidas por andlises estatisticas em bancos de dados como o PDB, podendo
estar organizados em func¢ao dos angulos diedros ® e y da cadeia principal ou ndo. Para
esse método, sdo desenvolvidos um algoritmo de busca, para selecionar as
conformacdes da cadeia lateral de acordo com a seqiiéncia de aminoacidos do backbone,

e uma funcdo de energia para guiar essa busca. Caso o algoritmo de busca garanta
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encontrar a energia minima global para uma biblioteca, ele € dito exato. Um exemplo de

algoritmo exato € o dead-end elimination, que elimina os rotdimeros que nao podem ser

membros do processo de minimizacdo, reduzindo o espaco de busca, até que uma

procura exaustiva possa ser efetuada. Outros algoritmos, como métodos por Monte

Carlo, buscam apenas uma conformagdo de baixa energia, ndo necessariamente a

minima global.

Durante o projeto, foi aplicado o programa SCWRL [CSDO03] na constru¢do de

cadeias laterais, que utiliza uma biblioteca de rotameros dependente dos angulos

diédricos da cadeia principal. Os passos aplicados na execucao dessa ferramenta sao:

Leitura da cadeia principal e medi¢do dos angulos diedros @ e v;

Busca dos rotdmeros para cada um dos aminodcidos de acordo com os angulos
® e y e o tipo do aminoicido, até que a densidade cumulativa (soma das
probabilidades) dos rotdmeros para o aminodcido atinja 90%. A leitura da
biblioteca é feita da mais alta para a mais baixa probabilidade dos rotameros
associados ao aminodcido em questao;

Célculo das coordenadas cartesianas para todos os rotdmeros e da energia
associada a cada um. A funcdo de enegia (Figura 2.11.I: Energia SCWRL) ¢
composta por dois termos: o primeiro depende da probabilidade do rotdmero em
funcdo dos angulos diedros @ e y; o segundo consiste da interacdo do rotdmero

do i-ésimo aminoacido com a cadeia principal;

L plridb.ap) .
Ep(r)=—K log 0= +jgl,€ﬂ,(; )

=it

Figura 2.11.I: Energia SCWRL - Energia associada a um rotdmero r; do i-ésimo aminoacido da
seqiiéncia da cadeia principal. K é uma constante, normalmente com o valor 3,0, baseado na otimizagdo
da funcéo de energia para um conjunto de 180 proteinas, e j € o j-€simo aminodacido da cadeia principal.

Selec¢ao dos melhores rotameros para cada aminoacido, onde o rotdmero s; para
0 i-ésimo aminodcido € descartado se existir outro rotamero r; que sempre
apresente uma energia de interacdo menor com todos as outras cadeias laterais e
com a principal;

Aminodcidos que, apds o ultimo passo, apresentarem mais de um rotdmero sao

denominados “ativos”, sendo associados a vértices de um grafo. Caso a energia
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de interagdo entre rotdmeros de aminodcidos ativos seja diferente de zero, uma

aresta conecta esses dois aminoacidos.

Determinacdo dos componentes biconexos e dos pontos de articulacdo, que

conectam dois componentes biconexos;

Busca da energia minima para os componentes com um unico ponto de
articulacao, considerando-se todas as possiveis combinacdes dos rotameros do
componente para cada um dos rotameros do ponto de articulagdo. Em seguida,
agrega-se o componente no ponto de articulagdo para resolver o préximo
componente biconexo. Por exemplo, a Figura 2.11.II: Resolvendo
Componente Biconexo apresenta cinco componentes biconexos. O primeiro a
ser resolvido € o A com a formacdo do super-aminodcido K17-V10-R15-Y21.
Caso o ponto de articulacio K17 apresente oito rotdmeros, 0 novo super-
aminodcido terd oito possiveis rotadmeros, a serem usados na resolucdao do

componente B. Em seguida, os componentes E, D e B sdo solucionados.

R15 Q2
= D O
vin #  NKIT @~ O
LAl — = | E
T
a
a1 [
Q2
| B | b\\lw1 l"’o T: nszwoﬂt 0391 Fas‘
. TI_T ] IIElo A O— el | o]
(K17, W10, R15, ¥21)
O H29 resohrido (K17, V10, R15,¥21) /Q-IZ'Q resolvido
us e
uab O “Tb\mn. Dag, Fa8)
=] S
O (W11, D3g) = -~
— C B |
(K17, V10, R15, Y21} T30 el I [E] (T30, K17, V10, R15, ¥21) /Q-IZQ _hrido
20 resohvido 9 HEED
M3 M3

Figura 2.11.11: Resolvendo Componente Biconexo — Passos na resolu¢io do problema de componentes

biconexos.
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Capitulo 3. Metodologia

“That's probably a good Idea.”

Jules — Pulp Fiction (1994)

Este capitulo descreve os procedimentos e algoritmos adotados no
desenvolvimento do projeto que consiste de um ciclo dividido em trés fases: a
modelagem, a avaliacdo e a construcdo de novos modelos de proteinas. Tais fases

podem ser executadas em conjunto ou de forma independente uma das outras

Estrutura terciaria
da proteina

Estrutura primaria

! —_— | MODELLER |—>
da proteina

Selecao de Avaliacio d
uma regiao D vatlagtao a
defeituosa estrutura

Construcio das Modelo final

conformacgoes de
uma unica regiao

I Novos modelos I

Figura 3.I: Ciclo - Representagdo do fluxo do projeto.

Para iniciar a execu¢ao de todo o ciclo, a estrutura primdria da proteina alvo é
fornecida, no formato FASTA (Apéndice FASTA), como entrada para o programa,
sendo sua estrutura modelada em seguida através do MODELLER. A partir do arquivo
da seqiiéncia alvo no formato PDB, construido na modelagem, faz-se uma busca e
selecao por regides defeituosas. Em seguida, seleciona-se uma tnica regido defeituosa e
constroem-se novas conformacdes para esta regido. Essas novas conformagdes sdo

substituidas no modelo original, gerando um conjunto de possiveis modelos. Estes
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modelos sdo classificados e a estrutura com a melhor conformacdo é escolhida como o
novo modelo. Nesse ponto, o procedimento pode ser repetido, selecionando-se
novamente regides defeituosas e seguindo os mesmos passos, ou ser finalizado, de
acordo com a precisdo do modelo desejada pelo usudrio (Figura 3.1: Ciclo).

A ferramenta foi construida para um ambiente Unix, podendo ser estendida a
uma interface Web, com as linguagens de programacgdo Java 1.4.2, sob a plataforma
Eclipse 2.1.2, que permitiu a criacdo de um ambiente orientado a objeto (OO) na
representacao da estrutura das proteinas; e Perl 5.8.4, com o editor UltraEdit-32 5.0a,
utilizada por facilitar a manipulacao dos arquivos textos e execucdo de outros
programas. O projeto é executado em uma maquina Pentium 4 2.40 Ghz, com 1 GB de

RAM, rodando Slackware Linux versao 10.0 com kernel 2.6.6.

Secao 3.1. Modelagem de proteinas

A primeira fase do programa executa a ferramenta MODELLER versdo 7.7, com
os parametros default. A entrada € um arquivo texto no formato FASTA, contendo a
seqiiéncia primdria da proteina a ser modelada. A finalidade dessa etapa, além de criar a
conformagdo para a proteina, € facilitar a aplicacdo da ferramenta de modelagem, pois
esta apresenta diversos passos seqiienciais a serem executados e arquivos intermediarios
que precisam ser construidos. Para isto, os arquivos intermedidrios sdo criados com a
minima interferéncia dos usudrios, além de executar todos os passos automaticamente,
dando a impressao que toda a constru¢do do modelo ocorre em um Unico processo. A
execucgdo €, na verdade, dividida em sete blocos:

e A partir da seqiiéncia de entrada, constroem-se dois arquivos intermedidrios: o
primeiro com as informagdes presentes no arquivo FASTA, e o segundo com os
parametros aplicados na busca das seqiiéncias similares, dentre eles o banco de
dados representativo do PDB. Este processo ¢ automético, sem a intervengao do
usuario;

e Escolha das proteinas semelhantes a alvo: sdo mostrados ao usudrio os codigos
das proteinas mais similares com a alvo, obtidas no passo anterior e que
pertencem ao conjunto representativo do PDB. As proteinas estdo ordenadas de
forma decrescente quanto a similaridade, assim como outras proteinas que nao
fazem parte do conjunto representativo, mas que apresentam uma similaridade

de seqiiéncia maior que 40% a pelo menos uma das seqiiéncias similares a alvo.
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O critério para a sele¢do das proteinas similares a alvo que devem ser mostradas
a0 usudrio é baseado no trabalho de Fiser e Sali [FS01]. O usuério indica
qual(is) quer utilizar na modelagem:;

Acesso automdtico ao banco de dados PDB para o download das proteinas
selecionadas (ftp:/ftp.rcsb.org/pub/pdb/data/structures/all/pdb/);

Alinhamento entre as seqiiéncias similares e a alvo: inicialmente, um
alinhamento multiplo estrutural entre as seqiiéncias selecionadas no bloco
anterior € construido, sendo, em seguida, utilizado para o alinhamento entre as
estruturas e a seqii€éncia alvo. Todos os alinhamentos sdo executados sem a
intervencdo do usudrio;

Construcdo do dendograma, uma arvore que permite a visualizacao da distancia
de similaridade entre as seqii€ncias utilizadas no alinhamento;

Sele¢ao das estruturas moldes a partir do dendograma: € informada ao usuério a
arvore de distancia de similaridade construida anteriormente, e este escolhe
quais estruturas serdo aplicadas como moldes;

Construcdo e selecio do melhor modelo automaticamente: nesta fase, cinco
modelos sdo criados, sendo escolhido aquele que apresentar a menor energia de

acordo com os calculos do MODELLER.

Secao 3.2. Avaliacao das estruturas

Nesta fase, o usudrio indica qual(is) ferramentas de avaliacdo de estruturas

(ANoLEA, ProSa, PROVE ou PROCHECK) serao utilizada na analise do modelo da

proteina, modelo este representado por um arquivo no formato PDB. A saida apresenta

dois tipos de arquivo: um para cada ferramenta individualmente, indicando as regides

defeituosas (Figura 3.2.I: Regioes Individuais); outro mostrando graficamente as

regides selecionadas por cada uma das ferramentas, e indicando a regido que apresenta o

maior consenso entre todos os avaliadores aplicados (Figura 3.2.11: Todas as Regioes).

Para determinar a regido consenso, € associada uma pontuacdo (P) a cada posicdo da

seqiiéncia (i) de acordo com o peso das ferramentas (p) da seguinte forma:

P(1) = panoLEA™fANoLEA(1)+ PProsa™Prosa(l) + PrrovE*fprROVE(L) + PPROCHECK *fPROCHECK(1)

( Eq. 3.2.1)
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onde O Prerramenta S€TA Zero caso ela nao seja selecionada para a avaliagao; frerramenta(i) €
igual a 1 se a posi¢do i for indicada como defeituosa pela ferramenta e 0 caso contrério.
A regido consenso de tamanho s preterida € aquela de maior pontuagdo, o qual é dada
pela Equacdo 3.2.11, onde i representa valores entre 1 e L—s, com L correspondendo ao
tamanho méximo da seqiiéncia. Os pesos apresentam um valor padrdo igual a 1, e s um

valor igual a 5, porém esses parametros podem ser alterados pelo usuério.

n=1i+s
P(G) =) P(n) (Eq 321)
n=i
ANOLEA PROSA PROVE

Numero de regides: 5 Numero de regides: 2 Numero de regides: 5

| |

| |

| |

INICIO FIM | INICIO FIM | INICIO FIM

6-13 | 5-13 | 22-22
20-30 | 22-49 | 29-30
32-43 | | 37-37
47-47 | | 43-43
49-50 | | 47-47

Figura 3.2.1: Regioes Individuais - Exemplos de trés arquivos de saida, cada um correspondendo
individualmente a uma ferramenta de avaliacdo; nesse caso, ANoLEA, ProSa e PROVE.

5 15 25 35 45
anolea ok okkokokk Kok ok kkxkkokkk Xk kkkkkkxkkkk K _kok
prosa kokkkkkkk ok ________ Kk Kk kK ok kK kK kK ok kK ok kK k ok ok ok ok ok ok kK
prove = —————mmm—m c______ kok______ *_____ *___k___

1222222220000001132222223312222232222231113121

Regido de maior pontuacao: 26 30

Figura 3.2.11: Todas as Regides — Cada aminodcido indicado por alguma das ferramentas é apresentado
por um “*‘. A linha abaixo da representacdo das regides das ferramentas indica a pontuagdo de cada uma
das posi¢des da seqiiéncia, onde os pesos para as ferramentas foi mantido com o valor default igual a 1.

Para que o processo continue € necessdrio que o usudrio indique qual regido
deve ser considerada como problematica.
Secao 3.3. Construcao dos novos modelos

Neste ultimo estdgio, ocorre a implementagdo do processo de criacdo de novas
conformagdes para o segmento de polipeptidio, selecionado na etapa anterior, pela

metodologia ab initio; e a selecdo do melhor modelo, por campos de for¢a. Inicialmente,
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constréi-se uma nova estrutura do fragmento da proteina por Ramachandran,
selecionando-se, aleatoriamente, um par de valores para os angulos diedros y e @ para
cada aminodcido. Caso o modelo gerado seja aprovado por todos os pré-requisitos
presentes no algoritmo, a estrutura fard parte do conjunto de novas conformacdes do
fragmento da proteina. As melhores conformagdes serdo selecionadas e substituidas no
modelo original, e os novos modelos que apresentarem os menores valores de energia

serdo apresentados ao usudrio.

3.3.1. Obtencao do conjunto de pares de angulos diedros @/ ®

Para que se possa construir uma conformacao de boa qualidade de um segmento
de proteina, pode-se fixar os angulos e as distancias de ligacao, variando-se apenas os
possiveis angulos diedros y e ® adotados pelos aminodcidos. No entanto, ndo € comum,
durante a formagdo de modelo, permitir-se que os angulos assumam qualquer valor no
intervalo (—180°, +180°]. Normalmente monta-se um conjunto com os possiveis pares de
angulos a serem aplicados, a partir da aproximac¢@o dos valores obtidos de andlises de
banco de dados de estruturas.

Diversos estudos dedicaram-se a criar tais conjuntos de estados discretos dos
angulos diedros, sejam com a intencdo de modelar apenas os lacos ou toda a estrutura da
proteina. Esses trabalhos resultaram na apresentacdo de poucos pares, como no projeto
desenvolvido por Moult & James [MJ86], que apresenta 11 elementos; ou até de 5184
pares [DBL*03]. Neste tltimo trabalho, fica evidente que os conjuntos maiores
implicam na constru¢do de melhores modelos, pois permitem atingir um maior espaco
conformacional para o segmento da proteina.

O conjunto de pares de angulos diedros aplicado no projeto aqui descrito foi o
mesmo utilizado no trabalho desenvolvido por DePristo et al. [DBL*03], derivado da
base de dados Top500 [TopS00], formada por seqiiéncias originadas da cristalografia de
Raios-X com resolugcdo igual a 1,8 A ou menor. Apenas as regides que nao
apresentavam a conformacgdo de folha-B ou a-hélice foram consideradas, fazendo com
que o conjunto fosse voltado para a modelagem dos lagos.

Os pares de valores dos angulos diedros obtidos foram separados de acordo com
o tipo do amino4cido. E para cada aminodcidos os pares de angulos foram agrupados em
conjuntos de precisdo de 5°. Ou seja, esses pares foram organizados em conjuntos em
que a diferenca entre eles € de 5°, ou multiplos de 5°, em, pelo menos, um dos dois

angulos, o que permite formar 5184 pares dos angulos y e ® para cada aminodcido. Os

69



conjuntos que ndo estavam associados a nenhum par foram descartados (Tabela 3.3.1.1:

Conjuntos y/®).

.. .. |Numero de conjuntos
Aminoacido associadols
ALA 3055
ARG 2582
ASN 3082
ASP 3275
CYS 2541
GLN 2573
GLU 2491
GLY 4264
HIS 2748

ILE 2229
LEU 2737
LYS 2658
MET 2268
PHE 2523
PRO 1207
SER 3203
THR 2870
TRP 2257
TYR 3497
VAL 2403

Tabela 3.3.1.1: Conjuntos y/® — O nimero de conjuntos associados a cada um dos aminoédcidos que
apresentaram pelo menos um par de dngulo y/® originados do Top500 com precisdo de 5°.

Ainda decorrente do trabalho de DePristo, a andlise do banco Top500 mostrou
que o angulo diedro ® normalmente se encontra na posicdo trans, sendo de apenas
0,05% os casos que apresentam a conformacgdo cis para aminodcidos diferentes da
Prolina, e de 5,0% para a Prolina. Assim, na constru¢do das novas conformacoes, o

valor adotado para o o foi de 180°.

3.3.2. Representacao da estrutura da proteina

Durante o processo de construcio das novas conformagdes para um segmento da
proteina, apenas os atomos pesados (C, O, N, S) foram utilizados. Para a regido
defeituosa, apenas os dtomos da cadeia principal e o primeiro carbono do grupo lateral,
caso exista, foram considerados, enquanto que para o restante da proteina, todos os
atomos pesados foram utilizados, independentemente de sua localizag¢do, quer seja na

cadeia principal ou lateral.
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A representacdo computacional da regido defeituosa se baseou nos padroes
adotados pelo projeto BioJava [BioJava], trabalho de cdédigo aberto que oferece
estrutura em Java para processamento de dados bioldgicos. A implementacdo
apresentou a seguinte organizacao:

¢ Elemento Quimico: estrutura do programa que pode representar qualquer

elemento quimico da tabela periddica. Cada elemento apresenta o nome, o

simbolo e o raio de Van der Walls, cujos valores foram obtidos do trabalho de

Word et al. [WLL*99] (Tabela 3.3.2.11: Raio de Van der Waals).

Elemento Quimico | Raio (A)
Carbono 1,75
Carbono da carboxila| 1,65
Nitrogénio 1,55
Oxigénio 1,4
Enxofre 1,8

Tabela 3.3.2.II: Raio de Van der Waals - Valores do raio de Van der Waals aplicados aos dtomos
durante o projeto.

e Alfabeto: conjunto de todos os tipos de elementos quimicos utilizados na
representacao de um dos 20 diferentes aminodcidos presentes nas proteinas. Na
defini¢cdo do Alfabeto, adotou-se o padriao utilizado na nomenclatura aplicada
aos atomos dos arquivos PDB, definindo-se 35 Elementos Quimicos (Tabela
3.3.2.11: Alfabeto).

e Atomo: um elemento quimico associado a coordenadas cartesianas,
representando um dtomo de um aminodcido e sua posicao espacial. No projeto, o
atomo ¢é visto como uma esfera cujo centro estd localizado nas coordenadas
cartesianas do atomo, sendo o raio igual ao raio de Van der Waals.

e Aminoacido: conjunto de atomos representando um dos 20 tipos de
aminodacidos encontrado nas proteinas. Os elementos quimicos presentes nos
atomos dos aminoacidos sdo apenas aqueles definidos no alfabeto.

e Regiao: formado por varios aminoacidos, simulando uma cadeia polipeptidica.
Uma caixa contendo toda a proteina foi construida e dividida em diversos cubos

congruentes e nao sobrepostos, que foram denominados de vértices. Cada atomo da

proteina ndo presente na regido defeituosa foi associado as listas de atomos dos vértices
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que interceptavam (Figura 3.3.2.1: Grade2D). Assim, um mesmo dtomo da proteina

estar preso aos vértices proximos a ele.

Elemento Quimico
Simbolo Nome
CA carbono a
CB carbono 8
CC carbono carboxila
CG, CG1, CG2 carbono vy, y1, y2
CD, CD1, CD2 carbono 9, 61, 62
CE, CE1, CE2, CE3 carbono ¢, €1, €2, €3
Cz,Cz1,CZ2 carbono (, (1, (2
CH2 carbono 12
N nitrogénio
NE, NE1, NE2 nitrogénio ¢, €1, €2
NZ nitrogénio
NH1, NH2 nitrogénio n1, n2
0] oxigénio
0OG, OG1 oxigénio vy, v 1
OD1, OD2 oxigénio 01, 02
OE1, OE2 oxigénio €1, €2
OH oxigénio n
S enxofre
SG enxofre y
SD enxofre
Tabela 3.3.2.11: Alfabeto - Os simbolos e os nomes dos elementos quimicos usados na representacdo dos
aminoacidos.

" et 4 A
€ 2 3 14 Is 6
I\ N\ 7
g Y % Y Y 5
] I I
\ N % 4 J
(B 2’ " "2 I I a'a SN
s " N N 4
g a2 Ve 2" N~ <\
C
——— —
E
\ s N . 4
g N v N N Y
F I I
. AL o A A J

Figura 3.3.2.1: Grade2D - Nessa representacdo bidimensional da grade que cobre toda a proteina, o
atomo N foi inserido na lista de dtomos dos vértices (3C, 4C, 5C, 3D, 4D e 5D) que ele intercepta.
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3.3.3. Técnica de construcao das conformacgoes

O processo aplicado neste projeto para a montagem dos novos modelos foi
baseado na técnica de Ramachandran, metodologia que constréi uma conformacgdo a
partir de valores padrdo de angulos e distincias entre os atomos. Os valores aqui
aplicados foram obtidos no trabalho desenvolvido por Engh & Huber [EH91] (Tabela
3.3.3.1: Engh & Huber).

A. Distancias de ligacao (A)

Ligacao Aminoacido| Valor
C—N Pro 1,341
0s demais 1,329

c-0 todos 1,231
Ca—C Gly 1,516
0s demais 1,525

Ala 1,521

Ca-CB lle, Thr, Val | 1,540
0s demais 1,539

Gly 1,451

N - Ca Pro 1,466

0s demais 1,458

B. Angulos de ligacio (?)

Angulo Aminoacido| Valor
Pro 122,6

C-N-Ca Gly 120,6
0s demais 121,7

Pro 116,9

Ca-C-N Gly 116,4
0s demais 116,2

Ca-C-0 todos 120,8
Ala 110,5

CB-Ca-C lle, Thr, Val | 109,1
0s demais 110,1

Gly 112,5

N-Ca-C Pro 111,8
0s demais 111,2

Ala 110,4

N - Ca—CB lle, Thr, Val 111,5
Pro 103,0

o0s demais 110,5

O0-C—N Pro 122,0

0s demais 123,0

Tabela 3.3.3.I: Engh & Huber — A) Os valores em A para os comprimentos das ligacdes entre dois
atomos pertencentes a cadeia principal ou o CB; B) Os valores em ° (graus) para os angulos entre os
atomos da cadeia principal
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Antes de iniciar a constru¢do da nova conformacgdo, a regido ¢ aumentada em
quatro aminodcidos, colocando-se dois aminodcidos em cada extremidades,
correspondentes aos aminodcidos vizinhos da regido na proteina. Esses aminodcidos sao
denominados aminodcidos dncoras da regido.

Para uma regido de tamanho n apds a insercdo dos quatro aminodcidos ancoras,
e sendo A; um atomo do tipo A do i-ésimo aminodcido da seqiiéncia, o processo se
inicia considerando-se que as duas primeiras ancoras jd estdo presentes na nova
conformagdo e na mesma posi¢do em que se encontram na proteina, correspondendo aos
dois primeiros aminodcidos do novo modelo. Em seguida, o N3 tem sua posicdo
determinada pelo angulo diedro y e os atomos de Nj, Ca, e C da carboxila - da segunda
ancora - Cc,. O O, é re-posicionado, de acordo com a planaridade dos 4tomos Ca,, Ccy e
(0] N3.

O Co; € inserido em seguida, considerando-se o angulo diedro ® e os dtomos
Cay, Ccy e N3, assim como Ccs, pelo diedro @ e os atomos Cc,, N3 e Cas. Por fim, o CP3
€ ajustado, guiado pela quiralidade existente entre ele e os &tomos N3, Caz e C3. O Ny do
quarto residuo € posicionado, assim como o Os. Este processo continua até a inser¢ao do

aminoiacido de ordem n-1, o chamado residuo dummy (Figura 3.3.3.1:

planaridade r}\f\#

Figura 3.3.3.I: Ramachandran - Inicia com a inser¢do do N de acordo com o v, seguido pela
atualizag@o da posi¢do do O pela planaridade. O Ca € determinado pelo diedro ® e o Cc pelo ®. Por fim,
posiciona o Cf pela quiralidade.

Ramachandran).

=
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A cada insercao de um novo aminodcido, um par de angulos diedros ®/y é
selecionado aleatoriamente dos conjuntos descritos na sub-secao 3.3.1. Em

contrapartida, o angulo o estd associado a 180° em todo o processo.

3.3.4. Insercao de um atomo pelo angulo diedro

Para inserir os atomos de N, Ca e C da carboxila (Cc) de um aminoacido durante
a construcdo de uma nova conformacio para uma regido defeituosa pelo método de
Ramachandran descrito acima, é preciso utilizar os angulos diedros y, ® e ©
respectivamente. Assim, este tépico tem por objetivo explicar como inserir um dtomo
numa seqiiéncia de aminodcidos pelo angulo diedro.

Considere A4 um novo dtomo a ser inserido numa conformacgdo pelo angulo
diedro ¢, formado pela interseccdo dos planos determinados pelos dtomos Aj-Az-Ajz e
Az- Az-A4, onde (X,, Yn, Z,) correspondem as coordenadas cartesianas do m-ésimo
atomo (Figura 3.3.4.1: Diedro A;-A;-A3-A4). O primeiro passo para se determinar a
localizacdo o A4 € deslocar Aj, A, e Az, de forma que A3z passe a estar na origem do
sistema, A, na orientacdo positiva do eixo Z e A; no 1° quadrante do sistema de
coordenadas XZ. Em seguida, posiciona-se o A4 de acordo com os angulos ¢ e 0. O
diedro ¢ corresponde ao dngulo entre o vetor A3A4 e o vetor de orientagcdo positiva do
eixo X, com rotacdo no sentido hordrio em relacio ao eixo Z, enquanto o 0 corresponde
ao angulo entre os vetores A3A4y € AzA; como mostrado na Figura 3.3.4.11:
Posicionando A4. Em seguida, retornar-se Aj, Aj, e Az as posi¢des originais. Por estar
agora conectado com o A3z, 0o dtomo A4 € levado a uma nova posicdo, tendo assim
determinado as coordenadas de inser¢ao do novo atomo.

Para deslocar A3 para a origem do sistema, inicialmente aplica-se uma translacao
T(-X3, -Y3, -Z3) aos atomos Ay, Az, € Az, como visto na Figura 3.3.4.I11: Translacao.

As novas coordenadas para os 4tomos sdo:

A3 = (X3-X3, Y3-Y3, Z3-Z3) = (0, 0, 0)
Ar = (Xo-X3, Yo- Y3, 20-73) = (X2, Y2', Z))
Ar=X-X3, Y1-Y3, Z1-23) = (X0, Y0 'L, Zy)
Determina-se o valor do menor angulo 0, formado entre o vetor A3A; e o vetor

de orientacdo positiva no eixo Z (Figura 3.3.4.IV: 0,/¢,), onde 0, = Arc cos (Z;’/ Ry),

com R, representando a distancia entre A, e A3. Determina-se também ¢, angulo entre
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o vetor A3A; e o 1° quadrante do sistema ZX, sendo positivo na orienta¢do anti-horaria

em relagdo a Z, como mostrado na Figura 3.3.4.1V: 0,/¢,, onde:

Se 0, = /2 rad
cos (@) = X' /(Zy” * sen(0y))
sen (@2) = Y2 /(Zy * sen(03))
Se@,=nwradou 0, =0
cos (@2)=1.0
sen (@2) =0.0
Para qualquer outro valor de 0,
cos (@2) = X2’ /(Zy * tg(0y))
sen (@2) = Y2 /(Zy' * tg(02))

Nessa situagdo, 0, varia em um intervalo de [0, «] radianos e @ entre [0, 27) radianos.

N

9
@
(

X

Figura 3.3.4.1: Diedro A;-A,-A3-A4 - Representacio do dngulo diedro @ para os dtomos A-Aj-Az-Ay.

Em seguida, move-se Ay, A e Az de forma que A, se posicione no 1° quadrante
do sistema ZY. Para isto, faz-se a rotacdo anti-hordria desses trés dtomos em torno do

eixo Z pelo angulo de (@, .n) (Figura 3.3.4.V: Rotacao ¢, _m).
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Figura 3.3.4.Il: Posicionando A, - Posicionamento do atomo A, no sistema XYZ apds os
deslocamentos de A, A, e A;.

A) B)

il

X X =

Figura 3.3.4.III: Translacio - A) Representa os 4tomos na posi¢do original. B) Atomos apés a
translacdo, com o A; posicionado na origem do sistema.

Para a rotagdo anti-hordria no eixo Z de um adtomo A por um angulo o, é preciso
multiplicar as coordenadas cartesianas do dtomo pela matriz de rotacdo em Z (Figura

3.3.4.VI: Rotacao Z).
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Figura 3.3.4.IV: 0,/¢, - Representagdo dos angulos 0, e @, utilizados para posicionar o A, segundo
coordenadas esféricas.

T £

A) Z 4 B) zZ M

Figura 3.3.4.V: Rotacio ¢,_m — A) Posicdo dos dtomos antes da rotacdo de ¢, _m; B) Configuragdo dos
atomos apds a rotagdo anti-hordria de @, _w em torno do eixo Z.

cosc -senc 0 X
R;(c)=Q senc cosc 0 o Y
0 0 | 7

Figura 3.3.4.VI: Rotacdo Z - Produto de matrizes que representa a rotagdo anti-horaria de um atomo A,
de coordenadas cartesianas (X, Y, Z), de 6 em torno do eixo Z.
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Continuando com o re-posicionamento de Ay, A e As, aplica-se uma rotagao
anti-horaria desses dtomos em torno do eixo X de 0;, a fim de posicionar o &tomo A, na
orientagdo positiva do eixo Z (Figura 3.3.4.VII: Rotacao 0,).

A rotag@o anti-hordria de um dtomo A por um angulo ¢ em torno do eixo X é
dada pelo produto da matriz de rotagao em X com as coordenadas cartesianas do 4&tomo

(Figura 3.3.4.VIII: Rotacao X).

_A) 7 M

X

X

Figura 3.3.4.VII: Rotacdo 0, - A) Posicdo dos dtomos antes da rotagdo de 0,; B) Configuracido dos
atomos ap0s a rotagdo anti-hordria de 0, em torno do eixo X.

1 0 0 X
Ry(c) = () cosc -senc j* Y
() senc cosc 4

Figura 3.3.4.VIII: Rotacdo X - Produto de matrizes que representa a rotacdo anti-hordria de um dtomo
A, de coordenadas cartesianas (X, Y, Z), de 6 em torno do eixo X.

ApOs as duas rotagdes, as novas coordenadas dos 4tomos sao:

A3=(0,0,0)
Ay =(0,0,Ry)
Ar=X1, Y1, Z)7)

onde:

X=X *sen@z2- Y, *cos @
Y =X, *cos@z- Y| *sen @) *cos -7 *sen 0,
27" = (X1 *cos @2- Y1 *sen @) *sen0y-7Z;" * cos 0,
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Descobre-se ¢;, angulo entre o vetor AjA; e o plano ZX, sendo positivo na

orientacdo hordria em relacdo a Z (Figura 3.3.4.IX: ¢; A), onde ¢; = Arctg (Y,”/ X;”).

Finalmente, por uma rotagao anti-horaria de ¢¢ em torno do eixo Z dos dtomos

A4, A e Aj, posiciona-se o Az no 1° quadrante do sistema XZ (Figura 3.3.4.1X: ¢ B).

Como @ varia num intervalo [-n/2, n/2], caso X;” < 0, é preciso acrescentar a ¢ 0 valor

de m, para que Az assuma a posi¢ao desejada.

A) B)

7 A

®

Az

X

7 M

(P

-z

Az

‘llll

b4

Figura 3.3.4.IX: ¢, - A) Representacdo do angulo ¢, entre o vetor AjA; e o 1° quadrante do sistema ZX;
B) Posi¢éo dos dtomos Aj, A, e Az ap6s a rotacdo anti-hordria de Ay, A, e Az, em torno de Z.

A)

7 M

B)

7 A

Figura 3.3.4.X: Posicido Final A4 - A) Posicdo de A4 em relagdo as novas localizagdes de Ay, A; e Ag;
B) Posi¢@o dos dtomos apds as transformagdes inversas na ordem inversa.

Para posicionar o A4 em relagdo as novas posicdes de Ay, A, e Az, usa-se a

relac@o entre coordenadas cartesianas e esféricas:
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X4 =Ry *sen O * cos @
Ys=R4 *sen 0 * sen @
Z4 = R4 *cos 0
onde Ry € a distancia entre A4 e Az e 0 é 0 menor angulo entre os vetores AAz e AjAs.
Para retornar Ay, A, e A3 para as posi¢des iniciais, juntamente com o Ay, aplica-
se a todos os quatro dtomos as transformacdes inversas e na ordem inversa da descrita

acima. Ou seja, deve-se aplicae Rz(-@1) * Rx(0;) * Rz(w - ¢3), e finalmente transladar

todos eles por T(X3, Y3, Z3) (Figura 3.3.4.X: Posicao Final Ay).

3.3.5. Insercao do atomo de oxigénio pela planaridade

Para inserir o dtomo de oxigénio em uma nova conformacdo, aplica-se a
propriedade da planaridade, segundo a qual dados dois aminodcidos Aa; e Aa; ligados
peptidicamente, considera-se que os dtomos de Ca,;, Cc; e O; estdo no mesmo plano do
atomo N, (Figura 3.3.5.1: Planaridade). Isto é possivel neste projeto porque adotou-se
o angulo diedro ® com o valor de 180° para todos os aminoacidos, permitindo que os

vetores Ca;Cc, CciN; e N,Ca2 estejam no mesmo plano.

S O
® -

Figura 3.3.5.1: Planaridade — Os atomos Ca;, Cc; e O; do Aa, estdo no mesmo plano do dtomo N, do
Aaz.

Assim, para determinar a posi¢cdo do Oj, desloca-se inicialmente os dtomos de
Cay, Cc; e Ny, para que o N, esteja na origem do sistema, Cc; na orientagdo positiva do
eixo Z, e o Ca; no 1° quadrante do sistema XZ (Figura 3.3.5.11: Deslocamento da
Planaridade). Esse deslocamento ocorre da mesma forma que a descrita no passo

anterior, adotando-se A; = Cay, Ay =Cci e A3 =No.
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Figura 3.3.5.11: Deslocamento da Planaridade - Posi¢do dos atomos Ca,, Cc; e N, apds as mesmas
rotacdes e translagdes aplicadas no tépico 3.3.4.

Figura 3.3.5.I11: Planaridade do O — Posicionando o O; no 4° quadrante do sistema XZ, de acordo com
as novas posi¢cdes dos dtomos Ca,;, Cc; e N,. Nesta imagem, o eixo Y estd perpendicular ao plano do
papel, com a orientagdo positiva voltada para o leitor.

Em seguida, posiciona-se o O; no 4° quadrante do sistema XZ, de forma que os
atomos Cay, Cc; e O; formem um angulo de 120,8° de acordo com a Tabela 3.3.3.1:

Engh & Huber (Figura 3.3.5.111: Planaridade do O), onde:

X01 =-R 01 _Ccl * cos (120,80 - 75/2)
Y01 =0.0
Zoi=Rce v+ (Roi_cor *sen (120,8° - w/2) )
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com R o) ¢ representando a distancia entre o O; e 0 Ccy, € R ¢¢; N2 a distancia entre o
Cc; e 0 Np. Para retornar os 4tomos Ca;, Cc; e N; para as posi¢des originais, juntamente

com o Oy, aplica-se 0 mesmo procedimento do tépico 3.3.4.

3.3.6 Insercao do atomo de CB pela quiralidade

Para inserir o dtomo de CP € preciso considerar os dtomos de Ca, Cc e N do
mesmo aminodcido. Adotando N = Aj, Ca = A, e Cc = Aj, aplica-se a mesma
transformacdo apresentada na subsecdo 3.3.4 (Figura 3.3.6.I: Deslocamento da
quiralidade).

Em seguida, translada-se esses trés dtomos de (-X"cqs -Y co» -Z o), @ fim de
posicionar o Ca na origem do sistema, o Cc na orientacdo negativa do eixo Z, e manter
o N no 1° quadrante do sistema XZ (Figura 3.3.6.11: Translacao da quiralidade).

Para posicionar o CB ¢ necessdrio resolver a seguinte transformacgdo de

coordenadas esféricas para cartesianas:

Xcﬁ = RCﬁ_Ca * cos (ecﬁ — 7'5/2) * cos ((p)
Ycp =Rep_ca * cos (Ocg — m/2) * sen (@)
Zcﬁ = RCﬁ_Ca * sen (ecﬁ — 71?/2)

onde Rcp_cq € a distancia entre os dtomos de Ca e CB; O¢p € o angulo entre os vetores
CcCa e CaCP; @ € o angulo entre o vetor CCa e o plano XZ, como visto na Figura

3.3.6.111: Posicionando Cp.

7 M

G..

Ce

X

Figura 3.3.6.1: Deslocamento da quiralidade - Posi¢cdo dos dtomos de Ca, Cc e N apés as mesmas
transformacdes aplicadas no tépico 3.3.4.

83



X

Figura 3.3.6.11: Translacao da quiralidade — Posicionando o Ca na origem do sistema.

A) Z A B) Z A

Figura 3.3.6.III: Posicionando CP — Representagdo dos dois angulos usados pelas expressdes de
coordenadas cartesianas na determinagdo da posi¢do do Cf.

O problema na determinag@o da posi¢do do CP seria descobrir se ¢ tem sentido
positivo em uma orienta¢do hordria ou anti-horaria em rela¢do ao eixo Z. O fato de
todos os aminodcidos presentes nas proteinas serem L faz com que o grupo carboxila se
encontre logo a esquerda do Ca, fazendo com que ¢ apresente uma orientagdo anti-
horéria. Caso contrério, o grupo que estaria logo a esquerda do Ca seria o grupo lateral,

como visto na Figura 3.3.6.IV: Orientacao ¢.
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Isto faz com que a configuracdo do aminodcido apresente uma propriedade
interessante: visualizando o aminodcido ao longo do eixo HCa, a palavra CORN ¢

formada no sentido horério de rotacio (Figura 3.3.6.V: CORN).

A) @ B)

@
@

e 7 ' Ll

Figura 3.3.6.IV: Orientacdo ¢ — A) ¢ com orienta¢do anti-hordria, fazendo com que o Cc fique a
esquerda do Ca; B) ¢ com orientacdo horaria. Nesse caso, o CP € que estd a esquerda do Co.

Grupo 'COQ

Figura 3.3.6.V: CORN - Formacdo da palavra CORN, visualizando-se o aminodcido ao longo do eixo
HCo.

A obtencdo do angulo ¢ segue os seguintes passos:
e Muda-se a representacdo de coordenadas cartesianas do N e do Cf para
coordenadas esféricas:

X”N = RN_ Ca * cos (ON— 7'5/2)
Y’n=0.0
Z”N = RN_ Ca *sen (ON— 7'5/2)

X”cp =Rep_ca * cos (Ocg— m/2) * cos @

Y”cp=Rep_ca * cos (Ocg—m/2) * sen ¢
X”Cﬁ = Rcﬁ_ Ca * sen GCB
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onde Ry ¢, € a distancia entre os &tomos de N e Ca; Oy € o angulo entre o vetor
NCa e o vetor CaCc; Reg_cq € a distincia entre o CB e o Ca; O¢cp € 0 dngulo entre
o vetor CBCa e o vetor CaCc (Figura 3.3.6.VI: Determinando ¢ A ).

¢ Determina-se o angulo entre os vetores NCa e CBCa (Ox- cg) por produto escalar:

On- cp = Arc cos ( (NCa * CBCa) / INCa | * | CBCa I)
cos (On-cp) = (XN * X7¢p) + (Y'N* Y7cp) + (Z'N * Z7cp) ) I Rn_ca * Rep_ca
cos (On- cp) = cos (On—m/2) * cos (Bcg— m/2) * cos @ + sen (On—w/2) * sen Ocp

A partir dessa dltima equacao, tem-se:

@=Arc cos(( cos(On. cp)— (sen(Bn — m/2)*sen O¢p) ) / cos(On— m/2)*cos(Bcp — 1/2))

A) Z A~ B) Z A~

Figura 3.3.6.VI: Determinando ¢ — A) 6y, o menor angulo determinado pelos dtomos de N, Ca e Cc; B)
Ox- cp, menor angulo entre os 4tomos de N, Co e C.

Por fim, retorna-se o N, Ca e o Cc para as posi¢des originais, juntamente com o
CB. Inicialmente, uma translacdo de (X”cq, Y'co» Z’cq) € feita para todos os quatro
atomos. Em seguida, aplica-se a mesma transforma¢ao mostrada no fim da secdo 3.3.4:

Rz(-¢1) * Rx(0;) * Rz(w - ¢2).

3.3.7. Validando as novas conformacgoes

Apds posicionar o penultimo aminodcido na nova conformacdo da seqiiéncia
defeituosa, o aminoacido dummy, este € aproximado do posicionamento correspondente
a primeira ancora final, por minimizac¢ao do potencial:

== — 2

Potencial = 22 11 df — a; I
i € [N.Cul}
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onde, d; e a; sdo as coordenadas do 4tomo i para o aminodcido dummy e do adtomo
ancora, respectivamente. Durante a minimizacdo, os angulos @ e y sofrem pequenas
variagdes até +£5°, sendo o movimento aceito caso haja uma diminui¢dao de potencial.
Isto acontece durante 10000 passos ou enquanto a média das ultimas 50 alteragdes for
menor que —0,01. Apds a aproximacao, insere-se a ultima ancora, e atualiza-se a posicao
do O do aminodcido dummy pela planaridade.

Durante a constru¢do e a minimizacdo, algumas condi¢des tém que ser
respeitadas. A primeira é um filtro de choques entre dtomos, em que nenhum dos
atomos dos residuos da nova conformacdo pode interceptar algum outro presente no
restante da proteina ou na prépria conformacao. Para isto, € suficiente avaliar a seguinte
propriedade: para que dois dtomos ndo-ligados se interceptem, basta que a distancia
entre seus centros seja menor que a soma dos seus raios de van der Waals.

Para cada novo aminodcido inserido na nova conformacao, faz-se dois tipos de
verificacdo: se os dtomos desse aminodcido se chocam com algum outro dtomo da
conformagdo ou com algum 4tomo do restante da proteina. No primeiro caso, para cada
atomo do novo aminodcido calcula-se a distancia para todos os dtomos ja presentes na
nova conformagdo, assim como a soma dos raios, e compara os valores correspondentes.
Para validar o aminodcido com relacdo ao restante da proteina, ndo se compara a
distancia e o raio de cada 4&tomo do aminodcido com cada dtomo da proteina, pois isso
acarretaria uma grande demanda computacional. O que ocorre é que para cada dtomo do
aminodcido buscam-se os vértices que ele intercepta, e em seguida verifica-se a
sobreposicdo com todos os dtomos das listas desses vértices.

O outro filtro considera que a distancia entre o0 Ca de um novo aminodcido da
regido e o Ca da pendltima Ancora tem que ser, em A, menor que 3,8 * (T - 1 - atual) +
1, onde T € o comprimento total da seqiiéncia defeituosa, incluindo as quatro ancoras, e
atual € a posicao do novo aminodcido. Esta formula se baseia no fato de que, numa
geometria ideal, os atomos de Ca entre dois aminodcidos conectados estdo a uma
distincia maxima de 3,8 A. O fator final +1 garante flexibilidade a esse valor, além de

nao forgar a superposi¢ao dos Ca’s do aminodcido dummy e da pentltima ancora.
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3.3.8. Algoritmo para construcio do conjunto das
conformacoes

O processo para obten¢ao do conjunto de 1000 conformagdes € bastante simples:
inicialmente constréi-se uma fila (F), que armazenard as conformagdes intermedidrias
da regido em estudo geradas durante a execu¢do do algoritmo. A primeira conformacao
presente em F € formada pelos dois aminoacidos ancoras encontrados no inicio da
regido a ser alterada. Retira-se de F uma conformacao (C). Nesta conformacao, insere-
se 0 préximo aminodcido (Aa), a partir da metodologia descrita na se¢ao 3.3.3, com um
par de angulos diedros selecionado aleatoriamente do conjunto descrito na se¢do 3.3.1.

Se a nova conformag¢do for recusada durante a validacdo das duas condi¢des
citadas no tépico anterior, escolhe-se outro par de angulos, podendo-se repetir este
processo no maximo 25 vezes. Caso nenhuma estrutura aceitavel tenha sido construida,
descarta-se C e o algoritmo recomecga, retirando uma nova conformacgdo intermedidria
de F.

Caso o novo aminodacido tenha sido inserido com sucesso, verifica-se se a nova
conformagdo intermedidria (C+Aa) tem o tamanho correspondente a regido sem a
ultima ancora. Em caso negativo, insere-se C+Aa e C na fila F. Em caso positivo, faz-
se a aproximacao do residuo dummy com a pendltima ancora e insere-se a ultima ancora
na conformacao, verificando-se se ocorrem os choques ou interseccoes.

Se houver alguma interseccdo, descarta-se a conformac¢do C+Aa e busca-se
outro par de angulos diedros para a insercdo de Aa em C, caso ainda seja possivel, pois
a escolha para cada novo residuo s6 pode ser feita 25 vezes no maximo, como
mencionado anteriormente.

Caso ndo haja intersecdo, C+Aa € adicionado ao conjunto de conformacgdes
finais e C retorna a fila F. O processo continua até que o conjunto final de
conformagdes tenha o tamanho desejado. No caso desse projeto sao 1000 conformagdes.
A Figura 3.3.8.1: Fluxo traz o fluxo do algoritmo usado na criacdo do conjunto de
conformagdes. Inicialmente as duas primeiras ancoras sdo consideradas como o
primeiro modelo intermedidrio aceitavel e que € inserido em F.

No algoritmo aplicado, a etapa de maior consumo computacional corresponde ao
processo de verificacdo da interse¢do dos dtomos do aminodcido inserido com os
atomos do restante da proteina. Caso essa comparacdo ocorresse com os dtomos do
aminoécido com todos os outros dtomos da estrutura, o tempo computacional seria da

ordem de O(r ( (p-r) + r’) ), onde p corresponde ao nimero de aminodcidos da
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proteina, r ao tamanho de regido a ser modelada e r’ o numero de aminodcidos ja
inseridos na regido alterada.

Mas devido a associacdo dos atomos da proteina aos vértices, como descrito no
Topico 3.3.2, a quantidade de comparacOes aplicadas sofre uma grande diminuig@o.
Assim, ao invés de comparar cada dtomo do aminodcido inserido com (p-r) atomos,
correspondente ao restante da proteina, faz-se a verificacdo considerando apenas os
atomos presentes nos vértices em que os atomos do novo aminoécido interceptam.
Dessa forma, a nova ordem de grandeza é O(r (q + r’)), onde q corresponde ao
somatério da quantidade de elementos encontrados nos vértices interceptados pelos

atomos do novo aminoécido inserido quantidade esta bastante inferior a (p-r).

FIM
A
sim
. " nao .
Ha 1000 conformacoes » Retira uma
no conjunto final? conformacdo da fila
. Conformacao 4 .
recusada Apos 25
tentativas
s Insere o prodimo
INICIO aminoéacido

Conformacao aceita

Insere a novae a

nao -
Tem o tamanho antiga conformacao

da regido - 17

na fila
sim
Houwve
choques
Aproximacao entre Insere a nova conformacao
o dummy e a no conjunto final e a antiga
peniltima dncora na fila
Mao houve
choques
Insere a

altima dancora

Figura 3.3.8.1: Fluxo - Fluxo do algoritmo para a constru¢@o das 1000 conformagdes
3.3.9. Selecao das melhores conformacgoes

Com o objetivo de selecionar as melhores conformacdes, constrdi-se a cadeia

lateral correspondente para cada uma das 1000 conformagdes presentes no conjunto
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criado pelo algoritmo do passo anterior. Para esta construcdo, executa-se o programa
SCWRL levando em consideragdo o restante da proteina.

As estruturas nas quais algum 4tomo da cadeia lateral da regido modificada
apresentar interseccdo com algum outro dtomo, seja da regido ou do restante da
proteina, serdo imediatamente descartadas. A verificacdo segue o mesmo procedimento
do filtro de choques descrito na sec¢ao 3.3.7.

Com as demais estruturas que nio apresentaram intersec¢do entre os atomos,
efetua-se o cdlculo da energia pelo campo de forca AMBER, aplicado através da
ferramenta TINKER. Por fim, as 50 estruturas com o menor valor de energia sio

selecionadas.

3.3.10. Selecao do modelo

Para cada umas das 50 seqiiéncias obtidas na passagem anterior, aplica-se mais
uma vez o célculo da energia por campos de forca AMBER, usando-se a ferramenta
TINKER. A diferenga € que, agora, a minimizacdo da energia ocorre, ou seja, altera-se
as posicoes dos dtomos em busca de uma estrutura mais proxima do real.

O modelo com a menor energia € escolhido como a melhor estrutura até o
momento. Caso o modelo apresente uma melhor energia antes da alteracdo da regido
defeituosa, o processo de melhoramento do modelo para. Caso contrdrio, o programa

retorna a etapa de avaliacdo de estruturas, buscando uma nova regido a ser modificada.
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Capitulo 4. Testes e discussao

“Com Grandes Poderes Vém Grandes Responsabilidades”

Peter Parker — Spiderman I (2002)

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade deste projeto e demonstrar alguns dos
resultados obtidos com a metodologia descrita, duas diferentes execug¢des foram
realizadas. A primeira verificou-se a precisdo obtida na geracdo do conjunto de
conformagdes de pequenas seqiiéncias de aminodcidos quando comparada com o
projeto de DePristo et al. [DBL"03]. A segunda execugio avaliou o comportamento de
toda a ferramenta quando aplicada na determinacdo e melhoramento dos modelos de

proteinas de estruturas desconhecidas, ou seja, sem nenhuma referéncia no PDB.

Secao 4.1. Precisao do Conjunto de conformacoes

Neste primeiro teste serd feita uma comparacao dos conjuntos decoys obtidos a
partir do projeto desenvolvido por Mark A. DePristo com os obtidos pelo projeto aqui
descrito. Uma comparacao entre os algoritmos também € necessdria, a fim de justificar
as diferencas existentes entre os conjuntos formados pelos dois projetos.

Os conjuntos decoys estudados foram criados a partir dos lacos de proteinas
utilizados no trabalho de Fiser et al. [FDS00]. Como alguns modelos de estruturas
aplicados no projeto de Fiser se encontram obsoletos, foram substituidos por novos
modelos presentes no PDB. Outras estruturas foram excluidas por apresentarem um alto
valor para os fatores-B na regido do laco estudado, por falta de cadeias laterais, pela
presenca de gaps na seqii€éncia ou pela baixa qualidade da estrutura. Os cédigos PDB
das seqiiéncias utilizadas, juntamente com as posic¢des iniciais € comprimentos dos lacos
considerados para a estrutura, estdo descritos na Tabela 4.1.1: Lacos Fiser.

Para comparar as conformagdes criadas, foram utilizados os valores do RMSD-
Global e Local obtidos entre os modelos desenvolvidos e a estrutura original. Esse tipo
de comparagdo ajuda a identificar o quanto as novas conformagdes se assemelham a
estrutura nativa. No caso do RMSD-Global, € avaliada a similaridade da orientacdo
espacial entre duas estruturas. O RMSD-Local indica a similaridade interna das novas
conformagdes com o lago nativo.

Na comparagdo dos resultados, representada na Tabela 4.1.II: Média Dos
Melhores RMSD, é avaliado o RMSD, tanto Local como Global, das melhores
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que varia entre dois e sete aminodcidos.

conformagdes geradas para cada um dos lacos, divididos de acordo com comprimento,

1541 (10, 2); (10, 3); 1mba (97, 4); 2cba (61, 7);
1ads (149, 6); (14, 2); (14, 3); 1pbe (117, 4); (194, 5); (254,2); | 2cmd (163, 4); (168, 2); (168, 3);
(274, 5); (99, 4); (254, 3); (188, 5);

1aaj (82, 4);

1nar (192, 8); (56, 5);

2cpl (115, 5); (122, 6);

1alc (110, 5);

1nfp (117, 3); (118, 2); (37, 4);

2ctc (53, 7);

1amp (225, 7); 1npk (35, 2); 2cy3 (101, 4);
1arb (249, 7); 1onc (11, 6); (58, 5); 2dri (161, 8); (30, 3); (31, 2);
1arp (171, 2); (282, 6); (296, 3); 1oyc (115, 3); 2ebn (123, 2); (60, 3);

1art (346, 5); (356, 7);

1mbd (17, 7);

2end (93, 5);

1cbs (21, 4); (45, 7); (55, 8);

1php (135, 7); (217, 6); (256, 3);
(2 ;

2exo (161, 4); (262, 8); (73, 3);

1byb (198, 7); (223, 5);

1phf (17, 7); (268, 5); (341, 6);

2fox (25, 5);

1csh (98, 5);

1pgs (223, 4); (33, 5);

2hbg (37, 5);

1ctf (113, 2); (113, 3);

1plc (74, 4); (87, 7);

2mnr (270, 7); (291, 2); (308, 6);

1ctm (131, 2); (131, 3);

1pmy (25, 7);

2por (74, 2);

1cus (31, 5);

1poa (108, 5);

2ran (26, 8); (40, 6);

1cyo (24, 7);

1poc (128, 3);

2sga (16, 4); (78, 3); (79, 2);

1dts (137, 3); (146, 6); (35, 2);
(62, 5); (76, 7);

1ppn (144, 6); (166, 7); (42, 4);
(77, 3); (78, 2);

1prn (150, 8); (160, 2); (187, 5);
(57, 6); (66, 4);

1eco (72, 5); (91, 2);

2sil (176, 6); (220, 4);

2tgi (40, 3); (41, 2); (72, 4);

1ede (121, 7); (15, 5); (180, 6);

1ptf (65, 7);

3chy (12, 6);

1fkf (10, 5); (42, 4);

1ref (111, 4);

3cyr (25, 6); (69, 4);

1flp (120, 2); (120, 3);

1sbp (107, 8); (169, 7); (181, 5);

3dni (132, 3);

1fna (21, 2); (21, 3);

1scs (19, 6);

3grs (26, 7); (336, 6);

1fnd (204, 6);

1tca (287, 4); (94, 6);

3hsc (227, 6);

1tml (147, 5); (187, 8); (20, 7);
(42, 4);

1tib (176, 6); (211, 2); (211, 3);
(253, 5); (46, 4);

3tgl (159, 7); (207, 5); (213, 2);
(213, 3); (82, 6);

1gca (100, 6); (196, 7);

1thw (158, 7); (18, 8); (194, 4);

4enl (24, 8); (335, 4);

1gky (31, 3); 1iab (100, 4); (142, 7); 4fgf (58, 7);
1gpr (123, 4); (35, 7); (54, 5); 5fd1 (77, 3); (78, 2); (81, 4); 4gcr (116, 4); (150, 7); (169, 3);
(83, 6); (87, 6); (170, 2);
1gof (430, 5); 1ubi (72, 2); 4i1b (38, 3);
1hbq (138, 7); (158, 5); (15, 6); 1ukz (94, 5); 1tys (131, 4); (66, 6);

1hfc (142, 8); (151, 7);

1xif (286, 3); (357, 6); (82, 4);

5x2 (27, 7); (41, 6);

7rsa (14, 6); (20, 7); (47, 4);
(75, 5);

1frd (54, 2); (54, 3); (59, 4);
(83, 5);

5p21 (104, 6); (45, 8); (75, 4);
(83, 7);

1158 (12, 2);

1ycc (62, 7); (79, 5); (90, 6);

Sptp (141, 2); (141, 3);

1lif (24, 2); (35, 3); (64, 7);

8abp (299, 5); (54, 4); (64, 6);

1xnb (30, 4);

1Ist (109, 6); (117, 7); (80, 3);
(81, 2);

2ayh (123, 8); (142, 3); (160, 6);
(54, 7);

2alp (171, 5); (191, 3); (192, 2);
(94, 7);

Tabela 4.1.1: Lacos Fiser - Todos os cédigos PDB das proteinas utilizadas na execucéo dos testes de
avaliacdo da precisdo dos conjuntos de conformacdes, acompanhados de pares que indicam a posi¢ao
inicial e o tamanho dos lagos considerados para a estrutura.

Por exemplo, para cada um dos lagos de tamanho trés construiu-se um conjunto

de 1000 conformagdes. Para cada uma delas calculou-se o RMSD-Global e 0 RMSD-
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Local em relacdo a estrutura nativa correspondente. O melhor RMSD-Global e Local de
cada conjunto foi utilizado no cédlculo das médias do RMSD para os lagos de tamanho
trés. O RMSD foi calculado aplicando a ferramenta MODELLER, considerando apenas

os dtomos pesados da cadeia principal (Ca, N, O e C da carboxila).

Tamanho se’;‘a’gﬁgfagze se";‘l.‘j'g:;?ag%e RMSD-Global RMSD-Global| RMSD-Local | RMSD-Local
do laco teste (DePristo)|teste (do autor) (DePristo) (A)|(do autor) (A)|(DePristo) (A)|(do autor) (A)

2 34 34 0,31 0,49 0,11 0,22

3 34 34 0,34 0,61 0,18 0,33

4 35 35 0,43 1,04 0,24 0,57

5 35 34 0,53 1,19 0,32 0,76

6 36 36 0,69 1,56 0,42 0,97

7 38 38 0,78 1,62 0,49 1,06

Tabela 4.1.11: Média Dos Melhores RMSD — Tabela com os valores de RMSD-Global e RMSD-Local
para lacos de comprimento entre dois e sete aminodcidos medido em A.

Ao selecionar apenas a melhor conformagdo para cada um dos conjuntos criados,
busca-se entender o comportamento da metodologia aplicada na constru¢do dos novos
modelos considerando o melhor caso.

Na Tabela 4.1.11, a primeira coluna indica o comprimento dos lagos, seguida pela
coluna que mostra o ndmero de seqiiéncias alvos aplicadas na constru¢do dos modelos
usadas por DePristo e pelo projeto aqui descrito. No caso de lagos de tamanho cinco,
uma seqii€éncia a menos foi aplicada no teste deste projeto. Isso se deve ao fato de que
na proteina 8abp, o laco é determinado na extremidade da estrutura (posicao 299 até
303, sendo o comprimento da seqiiéncia de 304 aminodcidos), que ndo permite a
consideracdo dos dois ultimos aminodcidos ancoras necessdrios no algoritmo deste
projeto. As demais colunas representam os valores para o RMSD-Global e o RMSD-
Local para os dois projetos.

Ao analisar os resultados, € evidente que, em termos relativos, os valores de
ambos os tipos de RMSD sdo melhores no trabalho de DePristo para todos os tamanhos
de aminodcidos, sendo em média duas vezes menor, conseqiientemente formando
conformagdes mais proximas da estrutura nativa. Entretanto, em termos absolutos, a
diferenca entre os modelos gerados € pequena, sendo no RMSD-Local de no méximo
0.57 A e no RMSD-Global de 0,84 A.

O resultado de menor similaridade das conformagdes construidas pelo projeto
aqui descrito era esperado, pois hd uma grande diferenca num dos principais pontos dos

algoritmos: a selecao dos angulos diedros. Durante a determinacao dos possiveis valores
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a serem atribuidos ao pares de angulos y e @, cada par obtido da base de proteinas
Top500 estd associado a um aminodcido e a um elemento do conjunto de pares de
precisdao de 5° para este aminodcido (Secao 3.3.1). Os dois trabalhos usam apenas os
elementos de cada conjunto que tenha ao menos um par do Top500 associado. A
diferenca é que para DePristo aqueles elementos que apresentam mais pares associados
tém uma maior probabilidade de serem selecionados e aplicados na constru¢do da nova
conformagdo, enquanto que neste projeto todos os elementos tém a mesma
probabilidade. Esta decisdo faz com que o projeto de DePristo aplique os pares mais
provaveis na construcdo das conformagdes e conseqiientemente com uma maior

tendéncia de se aproximar da conformagdo nativa.

Secao 4.2. Modelagem de estruturas

Nesta segunda parte dos testes do projeto, executaram-se todas as etapas
disponibilizadas pela ferramenta desenvolvida para duas proteinas de estruturas
desconhecidas, ou seja, ndo presentes no PDB. O objetivo € ter uma idéia de quanto a
alteracdo de pequenos trechos pode melhorar os modelos das proteinas obtidas por
homologia.

As proteinas aplicadas no teste foram obtidas a partir do conjunto utilizado na
quinta edicdo do CASP (Critical Assessment of Structure Prediction) [CASP]. Este
evento permite aos grupos que desenvolvem novas técnicas de modelagem de proteinas
uma forma de avaliar suas metodologias. O funcionamento é simples: um conjunto de
proteinas de estruturas desconhecidas € disponibilizado e os grupos interessados tentam
modelar a proteina. Enquanto isso, as proteinas sdo modeladas por metodologias
laboratoriais. No fim, as estruturas determinadas por cada um dos grupos sdo
comparadas com aquelas construidas nos laboratdrios.

No teste, cada proteina é modelada pela ferramenta MODELLER. O conjunto de
proteinas moldes utilizado é formado pelas estruturas com maior similaridade em
relacdo a seqiiéncia alvo, considerando tantas quanto forem possiveis sem que o
MODELLER apresente problemas com os alinhamentos dos moldes. Isso ocorre
quando as estruturas sdo muito distintas entre si € ndao hd a formacdo de um
alinhamento.

Cinco modelos sao construidos, sendo escolhido aquele que apresentar o menor
valor de energia segundo os cdlculos do MODELLER. Em seguida, o modelo

selecionado é submetido as quatro ferramentas de avaliacdo disponiveis (PROCHECK,
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ANoOLEA, ProSa e PROVE), com o subseqiiente cédlculo da pontuagdo de cada
aminodcido, com todas as ferramentas associadas ao mesmo peso. Em seguida
seleciona-se a regido defeituosa, a seqiiéncia de cinco aminodcidos de maior pontuagao
contida em um lago.

As regides que pertencem aos lacos na proteina sao todas aquelas ndo associadas
as estruturas secunddrias folha-B e a-hélice, sendo estas definidas a partir da execucao
do programa DSSP [KS83] e usando as mesmas consideracdes que as aplicadas no
trabalho de Fiser et al. [FDS00].

Para a regido defeituosa, 1000 novas conformagdes sdo construidas, as 50 de
mais baixa energia sdo minimizadas com base na fun¢do de energia do campo de forca
AMBER. Dessas, as cinco de mais baixa energia sdo comparadas com o modelo atual.

Para esta comparagdo € analisada a similaridade do modelo atual e das cinco
novas conformacgdes com a estrutura da proteina determinada em laboratério (o modelo
real). Duas sao as formas utilizadas na avaliagdo da similaridade: o RMSD-Local
considerando os dtomos pesados (Ca, N, O e C da carboxila), para toda a proteina e
apenas para a regido modificada. Dentre esses dois valores analisados, o mais
importante corresponde ao RMSD da regido considerando todos os dtomos pesados,
pois € ele que realmente indica se a nova conformagdo selecionada tem uma maior
similaridade com o modelo laboratorial.

Os codigos das proteinas no conjunto do CASPS5 aplicados nos testes foram

T0129, TO130 e TO137.

4.2.1.T0129

Nesse teste aplicou-se a seqiiéncia T0129, de comprimento de 182 aminoédcidos
e atualmente associada a estrutura no PDB de cédigo 11ZM. Para que o resultado da
ferramenta ndo apresentasse um comportamento tendencioso, o conjunto PDB utilizado
em todas as execugdes € formado apenas pelas estruturas submetidas antes do CASPS.

Neste exemplo, a constru¢cdo dos cinco modelos da estrutura pelo MODELLER
durou 43 minutos, a selecdo da estrutura de menor energia e a subseqiiente avaliacao
pelas ferramentas de validagdo duraram apenas 8 segundos. A configuracdo da
pontuacdo do melhor modelo € mostrada na Figura 4.2.1.1.

A regido de maior pontuagdo é limitada pelos aminoécidos da posi¢do 90-94.
Mas segundo a execucdo do DSSP, com os resultados na parte inferior da Figura

4.2.1.1, este € um trecho que se encontra em sua maior parte fora de um lago.
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anolea Ak _KkkAkKkhk__ khkkhkKkhk _ ok _kkkkKkAKkk____ khkAkkk Ak Ak KAk kK%K
procheck --------------"---——-—-———-———-----"""-""-—\——"—"—————————
prosa e KA KR KA A A KA AR KA KRR _ A A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR ARk kKK
prove * * U KKKk _ *

21122222121111212231112212222222221111322232222232

53 63 73 83 93
anolea _________ Ak _hkhk Ak Ak kA hhkhhhkh __hhkhkhkk kA hkkhhkrhkhkhAhkkhhrkhkxkxk*x
procheck ——F———mm
prosa R IR IR b 2 A b db Sb b 2 db b b db S b d dh b b db Sb b db Ib b d . SRR b Jb 36 (Ib I (A TR Sk di .
prove ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, * * ok kKK __ Kk _

103 113 123 133 143
anolea kAR kA kh kA hkhkkd Ak kdhk _ K, _*kkdkr__ kAhkkAkhkk _ Kk khkkAkhAkkhkkkKkk kK
erocheck -------------------- - - -----"-"--\-\ -\ -\ -~ -~ -\ -~~~ —~—«(—«——(——————
prosa R R IR I 2 b b b S b I 2 b b b 2R b b Sh b b b Sb b 2 2R b b 2R Sh b S Sh b b 2R Sh b b 2h Ib b 2h dh Sb b 2b e 4
prove — * kK kA *
22232222222222121322331112111221222221222222322222
153 163 173
anolea kAhkKAk Kk Kk kA h kA Kk Kk Kk *kk Kk Kk kK
procheck ————-—--—-———————————————————
prosa KAk Ak kh Ak khk Ak kh Ak khk A hkh A hkhdh_
prove R SRR | U | ——

2322232222323211111112222111

LACOS DO DSSP
1 30 38 48 60 81 93 109 157 175
25 33 41 50 65 83 98 129 165 182

Figura 4.2.1.1: Avaliacdo T0129-01 — Avaliacdo da estrutura originada do MODELLER e o resultado da

execucgdo da ferramenta de determinagdo de lacos, o DSSP.

Assim, na primeira tentativa de melhora, selecionou-se para alteracio uma
regido proxima a de maior pontuacdo, mas que pertencesse a um laco. Essa regido foi a
compreendida entre os aminodcisdos 93-97. Todo o processo de construcdo de novas
conformagdes e cdlculo da energia para todas as 1000 conformagdes durou 62 minutos e
a minimizacdo de energia das 50 melhores conformacdes, processo mais longo de toda a
execu¢do, durou 7 horas. Entretanto, nenhuma das cinco novas conformagdes
apresentou valores de RMSD melhores que as do modelo originado pelo MODELLER.

Dessa forma, buscou-se alterar outras regides, sendo selecionadas a 120-124 e
161-165. O tempo gasto para a construcdo das novas conformacgdes e célculo de suas

energias, assim como o tempo de execuc¢do do processo de minimizacdo foi 0 mesmo
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apresentado para a regido 93-97. E do mesmo modo que ocorreu anteriormente,
nenhuma evolug¢ao em relacdo ao modelo criado pelo MODELLER foi indicada pelos
valores de RMSD.

A explicagdo para os fracos resultados apresentados neste primeiro teste € a
seguinte: o modelo originado do MODELLER estd bastante préximo do modelo
oriundo do laboratério; por exemplo, o0 RMSD-Local da regido 93-97 apresenta um
valor de 1.0894. Mas se for analisada a Tabela 4.1.1II para o RMSD-Local para regides
de tamanho 5, encontra-se o valor 0.76 para os melhores casos, o que pode levar a
concluir, erroneamente, que a execugao deveria ser capaz de melhorar a regido.

Na execuc¢do da ferramenta, nao se escolhe a melhor conformacao, ja que nao é
possivel determinéd-la. O que se seleciona € o modelo de menor energia apds a
minimizacdo de toda a estrutura, o que acarreta influéncia de outras regides que nao
estdo necessariamente corretas na homologia. Conseqiientemente, nem sempre a melhor
conformagdo € escolhida. Ou seja, esse valor 0.76 € verdadeiro apenas quando o restante
da estrutura estd bem formulado, o que ndo é necessariamente o caso, ja que o modelo

de partida € originado da homologia.

4.2.2. T0130

O segundo caso de uso envolveu a proteina TO130, correspondente a estrutura
INOS5 no PDB, apresentando um resultado mais satisfatorio na melhora das
conformagdes, quando comparado com o teste anterior.

Neste exemplo, o tempo de execu¢cdo do MODELLER para a construcdo dos
cinco modelos foi de 25 minutos, inferior quando comparado ao T0129, devido ao seu
menor comprimento, de apenas 114 aminodcidos. O tempo também € reduzido na
selecdo e pontuacdo dos aminodcidos do melhor modelo gerado pelo MODELLER,
sendo de apenas 5 segundos. A pontuacio para o modelo é descrita na Figura 4.2.2.1.

Assim como aconteceu com a proteina TO129, a regido de maior pontuacdo da
T0130, entre os aminoacidos 60-64, se encontra numa area que nao € laco. Dessa forma,
a regido selecionada para a modificacdo foi a 71-75, pois pertencia a um trecho de lago,
e era uma regido de alta pontuagdo préxima a regido indicada pelo programa.

O processo de constru¢do das 1000 conformagdes durou lhora e 13minutos. O
célculo da energia das 1000 novas conformacdes durou lhora e 7minutos, enquanto que

o processo de minimizacdo dos modelos com as 50 melhores novas conformacdes foi

reduzido para 2horas e 28minutos, quando comparado com o caso anterior.
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anolea
procheck
prosa
prove

anolea
procheck
prosa
prove

anolea
procheck
prosa
prove

Ak Kk kK __ Kk _kkkkk__ kA KRk Ak kA Kk kA hAk kA _*kk kkx___*k**
Ak kA Ak AR KRA KK A KA AR _ Ak Ak Ak kA Ak kA A kAR *kk kK kK
—— ek k _k ok kK kK _k__k_ Kk __Kk_

11223111113112222320112122223223222111011112121232

e KA KR A AR A A KR A KA A KA A IR A I A A I A A I AR I AR A R A A I A AR A AR A A KKK
_____________ o

KKK AR KA AR AR KA AR A AR A AR AR A A AR AR A A AR A AR A AR A AR AR R ARk kKK

3233222111

LACOS DO DSSP
1 12 25 46 55 63 79 87
2 13 34 48 56 75 83 102

Cada uma das cinco estruturas selecionadas apds a minimizac¢do foi comparada

Figura 4.2.2.1: Avaliacdo T0130-01 — Avaliacdo da estrutura originada do MODELLER e o resultado da
execucgdo da ferramenta de determinagdo de lacos, o DSSP.

com o modelo original do MODELLER, e todas apresentaram valores de RMSD
melhores. A estrutura que apresentou uma maior evolucdo de similaridade com relacao
ao modelo da TO130 obtida por laboratério foi escolhida para dar continuidade ao
processo, sendo denominado por Modelo-0O1. A Tabela 4.2.2.1 mostra os valores dos
RMSD. A Figura 4.2.2.1I1 mostra as conformacdes espaciais da regido compreendida
entre os aminodcidos da posicdo 71 e 75 do modelo originado do MODELLER e do

novo modelo selecionado.

RMSD Total (A) | RMSD-R Total (71-75) (A)

MODELLER 3.0939 2.3385

Modelo-01 3.061 2.229

Tabela 4.2.2.1: Selecio T0130-01 — Os valores para o RMSD-Local considerando: todos os dtomos
pesados da proteina (RMSD Total), apenas os atomos pesados da regido compreendida entre os
aminodcidos 71-75 (RMSD-R Total).
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Figura 4.2.2.I1: Regido 3D-01 — Representacdo da regido 71-75 da estrutura: A) do MODELLER; B) do
Modelo-01; C) Nativa.

Com o novo modelo, o processo € reiniciado, com a pontuacao dos aminoacidos
a partir das ferramentas de avaliacdo representado pela Figura 4.2.2.II1. Mais uma vez
a regido de maior pontuagdo € formada por dtomos que ndo fazem parte de um lago,
nesse caso entre a posicdo 5 e a 9. Assim, a regido selecionada a ser modificada foi
alguma préxima a 5-9, como alta pontuagdo e pertencente a um laco. A regido 9-13 se
enquadrava nesse perfil.

A construcdo das 1000 conformag¢des durou apenas 24 minutos, levando a crer
que uma estrutura minimizada consome menos tempo na formacao das conformacgdes. O
célculo da energia dos 1000 novos modelos criados a partir das novas conformagdes
ocorreu em 40 minutos. A minimizacdo dos modelos com as 50 melhores novas
conformagdes foi de apenas 7 minutos, pois parte do modelo ja fora minimizado no
primeiro ciclo.

As cinco melhores conformacdes foram comparadas com o modelo, e todas
apresentaram uma evolugdo, considerando a anélise pelos valores do RMSD. A Tabela
4.2.2.I1 mostra as medidas de similaridade da conformacdo de melhor resultado,
Modelo-02, e do Modelo-01 quando comparados a estrutura 1NOS presente no PDB. A
andlise dessa tabela mostra que houve uma boa aproximacao da nova conformacdo com
relacdo ao modelo do PDB. A Figura 4.2.2.1V representa as conformacdes da regido

entre os aminoacidos 9 e 13 do Modelo-01 e do Modelo-02 .
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anolea KKK KRR A KA A KRR A KRR A A A AR AR A A A A A A A AR A AR A AR A A I A A I A A A A XAk
procheck —————- e Ko F ko
prosa kA k KR A AR AR AR A KA A AR KA _K*hkk kK k kA Ak _*__ * k ok k ok kK
prove Lk  _k ____k_ kK _k_k_k__k_ _k__ kK __

12232242232223223231323223223212112111112113232222

53 63 73 83 93
anolea Ak Ak hkhhk ____khkkkAkhkAhhkhkhkhkA kA rkhkhkrhkkh __ *khkkkkhkkkkkk*k
procheck ——————————————- A *
prosa KAk AR A AR KA A AR A A A A AR A A AR A AR A A AR A A AR A A A A AR AKX kK
prOVe * ok Kk Kk kK _ Ak k_k_kk_k__ Kk _Kkk_Kk__

32221232111222333222222332223232321211323323222223

103
anolea ko kkk ok kK ok
procheck *—————- *__
prosa Nk kkk ok ok
prove ok k_kk__
3122323311

LACOS DO DSSP
1 8 21 45 62 80 86 113
3 13 37 54 76 82 102 114

Figura 4.2.2.111:

Avaliaciao T0130-02 — Avaliacdo da estrutura originada do MODELLER e o resultado

da execugdo da ferramenta de determinagdo de lacos, o DSSP.

Tabela 4.2.2.11:

RMSD Total (A) | RMSD-R Total (9-13) (A)
Modelo-01 3.061 2.1511
Modelo-02 2.8621 1.4183

Selecao T0130-02 — Os valores para o RMSD-Local considerando todos os atomos

pesados da proteina (RMSD Total), aplicando apenas os dtomos pesados da regido (RMSD-R Total) e
considerando apenas os Ca da regido (RMSD-R Ca).

Figura 4.2.2.1V:

Regiao 3D-02 — Representacdo da regidao 9-13 da estrutura: A) do Modelo-01; B) do

Modelo-02; C) Nativa.

100




Com um novo modelo selecionado, deu-se continuidade a execucdo do
programa, com a determinacdo da pontuacdo dos aminodcidos, a constru¢ao das 1000
conformagdes, o cilculo da energia, a selecdo das 50 melhores e a minimizacao.

A Tabela 4.2.2.III: Analise T0130 mostra um resumo de todos os testes
realizados com a proteina TO130. A primeira coluna indica os modelos, a coluna
RMSD-Total corresponde ao RMSD-Local do modelo com a estrutura do PDB,
considerando todos os dtomos pesados. Com exce¢do do modelo originado pelo
MODELLER e do tultimo, todos os demais estdo associados a duas linhas. Na primeira
linha de cada modelo, a coluna regides indica o trecho de proteina que foi alterado,
enquanto que a ultima coluna indica 0 RMSD-Local dessa regiao em relacdo ao modelo
do PDB, considerando os dtomos pesados. A segunda linha para cada modelo € usada
para indicar o RMSD-Local da nova regido a ser alterada.

Em todos os casos houve uma melhora do RMSD considerando toda a estrutura
ou apenas a regido, aplicando os dtomos pesados, mostrando que quando a ferramenta
MODELLER néao cria bons modelos o algoritmo de alteracdo das conformacdes ajuda

bastante no processo de melhoramento da estrutura.

RMSD Total Regides RMSD-R Total (A)

MODELLER | 3.0939 71-75 53385
Modelo-01 3.061 71-75 2.229

09-13 2.1511

Modelo-02 28621 09-13 1.4183

45-49 1.8054

Modelo-03 | 2.7563 45-49 1.7664

88-92 1.6754

Modelo-04 2.5749 88-92 1.6567

Tabela 4.2.2.III: Analise T0130 — Os valores para o RMSD-Local considerando todos os dtomos
pesados da proteina (RMSD Total), aplicando apenas os dtomos pesados da regido (RMSD-R Total) e
considerando apenas os Ca da regido (RMSD-R Ca) para as execugdes realizadas com o T0130.

A Figura 4.2.2.V representa as conformacoes da regido entre os aminoacidos 45
e 49 do Modelo-02 e do Modelo-03, enquanto que a Figura 4.2.2.VI representa as
conformagdes dos aminodcidos entre as posi¢des 88 e 92 do Modelo-03 e do Modelo-
04.
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B) o)

Figura 4.2.2.V: Regiao 3D-03 — Representacio da regido 45-49 da estrutura: A) do Modelo-02; B) do
Modelo-03; C) Nativa.

Figura 4.2.2.VI: Regiao 3D-04 — Representacio da regido 88-92 da estrutura: A) do Modelo-03; B) do
Modelo-04; C) Nativa.

Esses experimentos realizados mostram que apesar de alguns resultados

indesejados, seja quando comparada ao trabalho de DePristo ou pela limitacdo de
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aproximagdo a estruturas nativas (Sec¢do 4.2.1), o projeto desenvolvido apresenta
resultados promissores. Isto porque a ferramenta consegue aproximar conformacdes de
regides da estrutura nativa, mesmo no caso em que o modelo inicial € originado de um
processo de homologia, que ndo garante certeza do posicionamento dos aminodcidos
presentes no restante do modelo inicial.

Além desses, outros testes foram realizados, tendo por objetivo criar uma idéia
do tempo necessdrio para a execucdo do primeiro ciclo de modelagem. A Tabela
4.2.2.1V: Analise do Tempo apresenta sete colunas: a primeira (Codigo) corresponde
ao codigo da proteinas oriunda do conjunto do CASPS5, a segunda (Tamanho) indica
quantos aminodcidos estdo presentes na proteina. A terceira coluna indica o tempo gasto
para a execu¢cdo do MODELLER e conseqiiente criagdo do modelo inicial. A coluna
Selecdo mostra o tempo gasto para a execugdo das ferramentas de avaliagdo e para a
indicacdo da regidao de maior pontuagdo. A quinta coluna indica o tempo decorrido para
a criagdo das 1000 conformagdes, e a sexta coluna, o tempo gasto para o calculo da
energia das 1000 conformacdes. Finalmente, a ultima coluna mostra o tempo gasto para

a minimizacdo de 50 conformagdes.

Cédigo |Tamanho|MODELLER| Selecdo [1000 conf| Energia |Minim 50
T0170 69 14min 5seg 37min 58min | 1h56min
T0150 100 41min 6seg 16min | 1h13min | 3h45min
T0130 114 25min 5seg 1h13min | 1h7min | 2h28min
T0137 133 32min 5seg 1h32min | 1h12min | 3h13min
T0132 154 31min 5seg 1h54min | 1h23min | 5h52min
T0129 182 43min 8seg | 2h16min | 53min 7h
T0193 211 49min 6seg 24min | 1h55min | 7h52min

Tabela 4.2.2.IV: Analise de tempo — Mostra os tempos gastos na execugdo do primeiro ciclo do
processo de melhoramento da estrutura para seqiiéncias extraidas do CASPS.
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Capitulo 5. Conclusao e Trabalhos futuros

Hasta La vista, Baby
T-101 — Terminator II: Judgment Day (1991)

Este documento descreveu o estudo realizado do processo de modelagem e
melhora de estruturas de proteinas, assim como uma implementacao inicial de um fluxo
para a constru¢do das conformacdes das proteinas, proporcionando a execucao, em um
mesmo programa, das etapas de modelagem por homologia, avaliacio de regides
defeituosas das proteinas e modificacdo local das conformagdes das estruturas. Este
projeto teve o intuito de dar o primeiro passo no desenvolvimento de uma ferramenta
que torne a modelagem um processo mais rapido e acessivel.

A execucdo de cada uma das etapas pode ser realizada de forma independente ou
em conjunto, de acordo com os objetivos do usudrio. Por exemplo, se apenas a
seqiiéncia da proteina estd ao alcance do usudrio, ele deve iniciar o processo pela
modelagem. Caso a estrutura tercidria e as regioes defeituosas ja sejam de conhecimento
do usudrio, este pode pular as duas etapas iniciais e executar a alteracdo das
conformagdes de regides das proteinas.

No desenvolvimento deste projeto, o objetivo basico era facilitar o processo de
modelagem das estruturas de proteinas para os principais profissionais interessados: 0s
bidlogos e quimicos. Isto foi feito ao acomodar as principais ferramentas utilizadas na
modelagem de uma forma mais pratica, onde ndo houvesse a necessidade de executar
cada um dos programas de forma independente e conseqiientemente trabalhar com
diversos formatos de arquivos, tanto para a entrada como para a saida. E apesar de ainda
estar apenas implementado como uma aplicagdo para ambiente Unix, o que ndo € o
ideal, o projeto pode ser facilmente executado, com minima interferéncia do usudrio.
Além disso, quando esta interferéncia é necessdria, as decisdes do usudrio nao
dependem de todos os arquivos intermedidrios criados até aquele ponto do processo. As
decisdes podem ser baseadas em alguns pequenos trechos de alguns arquivos. O
programa disponibiliza tais regides de arquivos essenciais para guiar a decisdo, nao
havendo a necessidade do usudrio se preocupar em procurar as informacdes nos
diversos arquivos.

Nao s6 promover os trabalhos dos futuros usudrios foi considerado durante a
criacdo da ferramenta, também houve a preocupacdo de criar um cdédigo bastante

modularizado a fim de facilitar futuras modificacdes e melhoras do projeto, sejam elas
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feitas por analistas de sistemas ou quimicos computacionais. Assim, a implementacao
foi feita de modo a permitir alteragdes em cada uma das etapas (modelagem, avaliacdo e
alteracdo das estruturas) de forma independente, sem alterar o funcionamento do
restante da ferramenta.

Durante o projeto, buscou-se a compreensdao do processo da modelagem da
melhor maneira possivel, assimilando todos os detalhes bioquimicos envolvidos. Esta
necessidade de formar a melhor base possivel de todo o procedimento acabou por
consumir um periodo considerdvel do projeto, fazendo com que a exploracdo para a
implementacdo e melhora das etapas, seja com a inclusao de novas idéias ou otimizacao
dos algoritmos aplicados, tivesse um tempo bastante reduzido.

Mesmo assim, com pouco trabalho envolvendo estudos direcionados a evolucao
da ferramenta, os testes indicam que a aplicacdo tem condi¢des de ser melhorada,
principalmente se considerar que nenhum conhecimento biolégico ou bioquimico mais
especifico foi aplicado para a construciao das conformacdes das regides € mesmo assim
a ferramenta conseguiu aproximacoes para a estrutura nativa.

Além disso, por ter havido a preocupagcdo de construir uma base soélida dos
principais conceitos € mecanismos envolvidos, surgiram idéias que podem ser aplicadas
na melhora do projeto, podendo ser discutidas, implementadas e testadas em trabalhos
futuros, sempre visando a evolug¢do da ferramenta. Essas possiveis modificacdes sdo
divididas de acordo com cada uma das etapas, como descrito a seguir:

Modelagem: deve-se incluir outros parametros do MODELLER ndo aplicados
neste projeto, e permitir ao usudrio a alteracdo dos valores pré-definidos. Além disso,
uma interface grafica que facilite o manuseio dos parametros e a visualizacdo dos
trechos dos arquivos intermediarios deve ser disponibilizada.

Algumas dreas criticas do processo de modelagem precisam dar a flexibilidade
de uma maior interferéncia do usudrio, como o alinhamento das estruturas das proteinas
semelhantes a seqii€éncia alvo. Nesse estdgio, através de uma interface que representasse
as estruturas 3D das proteinas, seria possivel alterar manualmente os alinhamentos,
inserindo gaps e modificando as posicdes dos aminodcidos com o mouse. Uma funcao
baseada em campos de for¢a informaria a variacao de energia do alinhamento a medida
que fosse alterado, dando uma referéncia de melhora ou piora para o usudrio.

Outra possivel modificacdo seria criar uma pontuacdo que exprimisse O
relacionamento entre a seqiiéncia alvo e os possiveis moldes, levando em consideragdo

termos como: a pontuacao dos alinhamentos, as regides alinhadas, a familia da proteina
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molde e a precisdo de modelagem da estrutura molde. Isto permitiria uma selecao
automadtica das proteinas a serem aplicadas na modelagem, ou no minimo serviria como
um guia para a selecao do usudrio. Para que se construisse esta pontuag@o, uma andlise
preliminar, que considerasse todos os termos citados, seria necessaria.

Avaliacdo: sempre buscando construir um ambiente mais amigdvel ao usudrio
final, seria importante criar uma interface onde fosse permitido selecionar as
ferramentas a serem utilizadas, além de disponibilizar outras ferramentas de andlise,
diferentes daquelas quatro ja implementadas.

Outro formato para a visualiza¢do das regides defeituosas seria disponibilizado,
semelhante ao citado na etapa de modelagem. Seria possivel ter a visualizacdo 3D da
proteina em estudo, com os trechos defeituosos em destaque, fossem eles originados de
um consenso entre ferramentas ou de uma unica. O usudrio teria a liberdade de
selecionar outros aminodcidos que considerasse estarem em posi¢des espaciais
indesejaveis.

Uma inovagdo interessante seria atribuir o peso a cada uma das ferramentas de
avaliacdo de acordo com a proximidade das estruturas moldes com as seqiiéncias do
banco de dados utilizados por cada uma das ferramentas. Um estudo prévio visando
encontrar um padrdo entre as familias das proteinas e os bancos de dados das
ferramentas precisaria ser concretizado.

Por exemplo, considere uma seqiiéncia alvo modelada a partir de estruturas
moldes que apresentam pouca representatividade no banco de dados que PROCHECK
considerou na determinacdo de seus valores padrdo, mas com grande similaridade com
diversas estruturas utilizadas no banco do ANoLEA. Nesse caso, a selecio de uma
regido defeituosa sofreria uma maior influéncia das regides determinadas pela
ferramenta ANoLEA que das indicadas pelo PROCHECK.

Construcao e selecio de novas conformacoes: para a constru¢do de novas
conformacdes, poder-se-ia combinar o método ab initio, ja utilizado, com a metodologia
baseada em conhecimento. A funcdo de energia de campos de forca utilizada na
constru¢do poderia ser determinada dinamicamente, a partir do relacionamento entre as
familias dos moldes, a regido a ser alterada e os tipos de campos de for¢ca. Um estudo
preliminar associando familia de proteinas e campo de forca precisa ser realizado.

Atualmente a selecdo das melhores conformacgdes ocorre através da aplicacdo de
um campo de forca sem minimizacdo. A mais provavel modificagdo neste trecho do

projeto seria a formagao de uma funcao descrevendo os principais termos de um campo
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de forca de forma aproximada. Esta funcdo seria utilizada como um filtro negativo,
eliminado as conformacdes realmente ndo aceitdveis, e na determinacdo de uma
pontuacdo para a classificacdo das conformacgdes. Esta fungdo também poderia ser
gerada dinamicamente, com base na familia dos moldes e da regido alterada.

Na escolha do modelo, uma funcdo de energia de campo de forca seria aplicada,
assim como ocorre no atual projeto, mas da mesma forma que nos dois casos anteriores
a fungdo poderia ser determinada dinamicamente.

Em todos os casos acima citados, seria permitida a alteracdo da funcdo por parte
do usudrio. Por fim, o modelo final disponibilizado estaria suscetivel a alteragdes
manuais, de acordo com o conhecimento e vontade do usuério.

Uma vez finalizado todo o processo de modelagem, avaliacdo e melhoramento
da estrutura, pode-se considerar a possibilidade de estender o projeto para problemas de
interacao entre proteinas, através da:

® Determinagdo de provaveis sitios ativos de enzimas a partir das estruturas 3-

D com a utilizacdo de técnicas de busca de cavidades.

e Determinacdo de inibidores de enzimas a partir das técnicas de “docking”;

No mais, o trabalho mostra que mesmo aplicando poucos conceitos bioquimicos
€ possivel fazer melhoras no processo de modelagem, ou seja, a ferramenta apresenta
um grande potencial. Mas para que isso seja possivel, € interessante que a continuidade
do projeto nao seja apenas realizada por conhecedores da computacdo, mas também que

possa contar com o apoio dos profissionais de outras dreas, como a quimica e a biologia.
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Glossario

A

Alinhamento
Comparagdo entre duas ou mais seqiiéncias procurando caracteres individuais ou
padrdes de caracteres que estdo em uma mesma ordem nas seqiiéncias.

Analise de componentes principais
Reduzir um grande conjunto de varidveis para um conjunto menor, mas que ainda
represente a maioria da informagao.

f&mgstrﬁn .
Unidade de medida de comprimento, representado pelo simbolo A, igual a 10'°m ou
10 nm.

Arvore filogenética
Representacao gréafica em forma de arvore onde cada unidade € posicionada de acordo
com as relagdes de parentesco, ou seja, a ordem filogenética.

C

cDNA
Molécula similar ao DNA, porém sintetizada em laboratério com aplicagdo da enzima
transcriptase reversa, que reproduz DNA a partir de uma c6pia de molécula de RNA.

Clustering
Método para agrupar um conjunto de objetos que sdo mais similares em um grande
grupo de objetos relacionados.

Componente biconexo
Grafos que ndo podem ser desconectados com a remog¢do de uma simples aresta, ou
seja, apds a remogao de uma aresta, ainda € possivel atingir um vértice a partir de
qualquer outro.

D

Dendrograma
Também definido como diagrama de &arvore ou darvore hierdrquica, representa o
agrupamento hierarquico de objetos, construido a partir de uma matriz de proximidade
desses objetos. Os casos semelhantes sdo unidos em grupos cujas posi¢des no
dendrograma sao determinadas pelo nivel de (dis)similaridade entre eles.

Dinamica molecular
Metodologia de simula¢do computacional da evolu¢do temporal do arranjo estrutural
de sistemas moleculares, compostos por &tomos e moléculas, sob as leis da Mecanica
Classica.

Distribuicao de probabilidade

Curva matemadtica que associa uma probabilidade a cada valor, ou faixa de valor, de
uma variavel.
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Docking
Conformacao resultante do processo de interacao entre duas moléculas.

Dominio (contexto estrutural)
Segmento de uma cadeia de polipeptidio que apresenta uma conformacao
tridimensional independente de qualquer outro segmento da cadeia.

E

Estrutura Nativa
A conformagao tridimensional de uma proteina que apresenta funcionalidade.
Qualquer outra conformagdo de uma proteina ndo apresenta funcionalidade.

F

Familia de proteina (contexto estrutural)
Duas estruturas que apresentam similaridade estrutural, mas ndo necessariamente
similaridade de seqiiéncia.

Fator-B
Também chamado fator de temperatura, descreve a flexibilidade da posicao dos
atomos na estrutura.

Fator-R
Fator originado no processo de cristalografia a partir de uma funcdo de correlagao
entre as curvas experimentais e tedricas do processo de modelagem.

Funciao de densidade de probabilidade densidade (pdf)

E uma expressdo que determina a probabilidade de uma varidvel assumir um valor X.
Numa distribui¢do continua, a probabilidade de um simples ponto € nula, e a de um

intervalo compreendido entre os pontos a e b é dada por:
b
[ flz)dr = Prla< X <]
i

Para uma distribuicao discreta, a fpd é determinada por:
flz) = PriX =1

G

Gene
Seqiiéncia de nucleotideos que codificam seqii€éncias de aminodcidos que irdo formar
proteinas ou envolvem regulacdo genética.

Genoma
Todo o material genético do organismo.

Gradiente Conjugado
Meétodo interativo para a resolucdo de sistemas lineares. Aplicado quando se requer
um armazenamento menor de informagdes, vantagem significativa quando o nimero
de variaveis € muito grande, minimizando uma funcao quadratica n-dimensional, com
no maximo n iteracoes.
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L

Las Vegas
Técnica semelhante ao processo de Monte Carlo, com a diferenca de sempre retornar

re

sultados corretos, mas com o tempo de execucao indeterminado.

M
Monte Carlo

Técnica que aplica nimeros randdmicos e probabilidade para a resolugdo de
problemas matemadticos através da criagdo de multiplos cendrios para a solugdo,
considerando a distribuicdo de probabilidade e o intervalo de valores aceitdveis como
resposta do problema. Outra algoritmo de randomizacdo € o Las Vegas.

N

N

P

OEs - Nuclear Overhauser Effects

Quando dois atomos estdo proximos, hd uma influéncia dos spins de um com os do
outro, gerada pelos campos magnéticos de cada um dos spins. Através de processos de
ressonancia magnética nuclear pode-se mudar a orientacdo dos spins ou parar um
deles e verificar a influéncia dessa modificacao. O NOEs ¢é aplicado para determinar
as restricdes entre protons para estruturas determinadas por ressonincia magnética
nuclear.

Propriedades estereoquimicas

Propriedades relacionadas a disposi¢ao espacial dos atomos da molécula.

Proteina globular

Enovelamento de cadeias polipeptidicas em duas ou mais regides compactas, semi-
independentes, unidas por segmentos lineares e flexiveis de cadeia polipeptidica.
Cerca de 50% da estrutura € associada a a-hélice ou a folha-f3.

R
Raio de Van der Waals

Metade da distancia entre dois 4tomos equivalentes ndo ligados, em sua distribui¢do
mais estavel.

S

Simulated annealaing

Aplicacdo de Monte Carlo para minimiza¢do de fungdes. O termo deriva de uma
aproximacdo grosseira com o processo fisico andlogo de aquecer e esfriar uma
substancia para obter a estrutura cristalizada. Na execu¢do do simulated annealing, o
sistema apresenta uma configuracio inicial associada a uma temperatura inicial. Uma
nova configuracdo € associada por um processo randdmico. Se a energia desse novo
modelo for menor do que a do anterior, a mudancga € aceita e o sistema € atualizado.
Caso a energia seja maior, uma probabilidade em funcdo da temperatura atual
determina se o novo modelo serd aceito, dando ao sistema a flexibilidade do sistema
de evitar minimos locais. A cada nova atualizagdo do sistema, a temperatura &
reduzida. Quando a temperatura atinge o valor zero, o novo modelo sé serd aceito caso
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a energia para o novo modelo seja menor que a do anterior. O critério de parada do
processo € o nimero de ciclos realizados.

Spins

Momento magnético intrinseco que define a natureza das particulas, isto é, férmions
tém spin semi-inteiro e bosons t€m spin inteiro.
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Apéndice FASTA

Uma seqiiéncia no formato FASTA, seja ela de nucleotideos ou aminodcidos, é

constituida por duas partes: a primeira se¢do corresponde a uma unica linha iniciada

pelo caractere “>” descrevendo o nome da seqii€ncia, o cédigo que a representa e até o

organismo de origem; a segunda sec¢do sdo linhas contendo a seqii€ncia propriamente

dita, recomendando que ndo apresentem mais que 80 caracteres de comprimento.

LAAVEAQQOMLKLTIWGVK

>gi | 532319 |pir | TVEV2E | TVEV2E envelope protein

ELRLRYCAPAGFALLKCNDADYDGFKTNCSNVSVVHCTNLMNTTVTTGLLLNGSYSENRT
QIWQKHRTSNDSALILLNKHYNLTVTCKRPGNKTVLPVTIMAGLVEFHSQKYNLRLRQAWC
HFPSNWKGAWKEVKEEIVNLPKERYRGTNDPKRIFFQROWGDPETANLWEFNCHGEFFYCK
MDWELNYLNNLTVDADHNECKNTSGTKSGNKRAPGPCVQRTYVACHIRSVIIWLETISKK
TYAPPREGHLECTSTVTGMTVELNYIPKNRTNVTLSPQIESIWAAELDRYKLVEITPIGE
APTEVRRYTGGHERQKRVPEFVXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXVQSQHLLAGILQQQOKNL

Os cddigos aplicados para os dcidos nucléicos seguem o padrao [IUB/IUPAC.

adenosina
citosina
guanina

timina

uridina

G A (purina)

-——> T C (pirimidina)
-——> G T (keto)

KW aAHOQAOQ P
Z<muowsn

D B > W e T =R ep R
QOQPAaHQQO

gap de

C T (qualquer uma das bases)
comprimento indeterminado

Para as seqiiéncias de aminoécidos, os cddigos também estdo no padrao

determinado pela IUB/IUPAC.

alanina
aspartato ou asparigina
cisteina
aspartato
glutamato
fenilalanina
glicina
histidina
isoleucina
lisina
leucina
metionina
asparagina

ZECOCXRHIDQHEEOQD P

* XN K=< CH®»nXO T

prolina

glutamina

arginina

serina

treonina
selenocisteina

valina

triptofano

tirosina

glutamato or glutamina
qualquer aminodcido
céddon de parada

gap de comprimento indeterminado
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Apéndice GenBank

z

A seguir é apresentado um exemplo do formato em que uma seqiiéncia de

proteina é armazenada no banco de dados GenBank. O exemplo utilizado corresponde a

proteina de cédigo 1FDN, a ferridoxina, originada da bactéria Clostridium acidurici.

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
MEDLINE

PUBMED

FEATURES
source

SecStr

Het

Het

SecStr

SecStr

SecStr

ORIGIN

1FDN 55 aa BCT 04-SEP-1998
Ferredoxin.

1FDN

1FDN GI:640397

Clostridium acidurici
Clostridium acidurici
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae;
Clostridium.
1 (residues 1 to 55)
Murthy,H.M., Hendrickson,W.A., Orme-Johnson,W.H., Merritt,E.A. and
Phizackerley,R.P.
Crystal structure of Clostridium acidi-urici ferredoxin at 5-A
resolution based on measurements of anomalous X-ray scattering at
multiple wavelengths
J. Biol. Chem. 263 (34), 18430-18436 (1988)
89054025
3192542
Location/Qualifiers
1..55
/organism="Clostridium acidurici"
/db_xref="taxon:1556"
1..5
/sec_str_type="sheet"
/note="strand 1"
join(bond(8),bond(11),bond(14),bond(47))
/heterogen=" (FSs4, 56 ) IronSULFUR CLUSTER"
join (bond(18),bond (37),bond (40),bond (43))
/heterogen=" (Fs4, 57 ) IronSULFUR CLUSTER"
22..27
/sec_str_type="sheet"
/note="strand 2"
28..33
/sec_str_type="sheet"
/note="strand 3"
51..55
/sec_str_type="sheet"
/note="strand 4"

1 ayvineacis cgacepecpv naissgddry vidadtcidc gacagvcpvd apvga

O campo LOCUS corresponde ao cédigo da proteina, o comprimento da
seqiiéncia e a data da ultima atualizacido. DEFINITION descreve
resumidamente a seqiiéncia. ACCESSION € o nimero de acesso primdrio, tnico
e ndo passivel de alteracdo, freqiientemente usado para citar seqiiéncias nos
jornais. VERSION indica o nimero de acesso primdrio mais uma chave associada
a seqiiéncia pelo NCBI. KEYWORDS sio pequenas sentencas que descrevem a
proteina. SOURCE € o nome do organismo ou a denominac¢do mais freqiiente na
literatura da qual a seqiiéncia em andlise faz parte. ORGANISM € a denominacao

formal do organismo, mais a classificacdo taxondmica. REFERENCE sdo as
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citacdes de todos os artigos contendo os dados registrados nesta estrada.
AUTHORS ¢ lista dos autores da citacdo. TITLE € o titulo da citacio. JOURNAL
lista 0 nome do jornal, volume, ano e nimero das paginas da citacdo. MEDLINE
fornece o identificador inico Medline (base de dados de bibliografia de citagdes
e abstracts do NLM) para a citacdo. PUBMED corresponde ao identificador inico
da citagdo para o PubMed (servico do NLM incluindo milhares de citacdes e
links para diversos artigos com a finalidade de facilitar o acesso as informagdes,
sendo o MedLine um dos subconjuntos). FEATURES contém algumas
propriedades com as respectivas posi¢des. ORIGIN € a estrutura primdria da

proteina.
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Apéndice MODELLER

Busca das estruturas e das seqiiéncias: nesta etapa, o arquivo de retorno

apresenta uma tabela que indica as proteinas mais préximas com o alvo.

# CODE_1 CODE_2  LEN1 LEN2 NID $ID  $ID SCORE SIGNI SIGNI2 SIGNI3
1 my lazo 182 214 44 20.6 24.2  81472. 5.5 -999.0 -999.0
2 my lajsa 182 371 57 15.4 31.3  21853. 4.3 -999.0 -999.0
3 my 1ihoA 182 282 50 17.7 27.5 56064. 4.3 -999.0 -999.0
4 my 11dkA 182 358 64 17.9 35.2  27186. 4.3 -999.0 -999.0
5 my 1h7dA 182 49 21 11.5 42.9 -26223. 4.2 -999.0 -999.0
6 my learA 182 142 28 15.4 19.7  57440. 4.2 -999.0 -999.0
7 my lituA 182 369 53 14.4 29.1 21962. 4.1 -999.0 -999.0
8 my 1£9zA 182 128 30 16.5 23.4  45567. 4.1 -999.0 -999.0
9 my lektA 182 53 25 13.7 47.2 -22316. 4.1 -999.0 -999.0
10 my 1k8tA 182 498 60 12.0 33.0 -27765. 3.8 -999.0 -999.0
11 my laa0 182 113 34 18.7 30.1  33403. 3.8 -999.0 -999.0
12 my 1go3F 182 107 30 16.5 28.0 27331. 3.7 -999.0 -999.0
13 my 1joyA 182 67 23 12.6 34.3  -9125. 3.6 -999.0 -999.0
14 my 1bh9A 182 45 16 8.8 35.6 -30037. 3.6 -999.0 -999.0
15 my 1vii 182 36 19 10.4 52.8 -38104. 3.5 -999.0 -999.0
16 my 1h98A 182 77 26 14.3 33.8 -3171. 3.5 -999.0 -999.0
17 my 1g70A 182 215 33 15.3 18.1  79130. 3.4 -999.0 -999.0
18 my 1ko7A 182 285 51 17.9 28.0  54044. 3.4 -999.0 -999.0
19 my 1h30A 182 50 16 8.8 32.0 -25482. 3.4 -999.0 -999.0
20 my 1bh9B 182 89 24 13.2 27.0 9704. 3.4 -999.0 -999.0
Group added to ALIGNMENT: lazo : lazo 2azoA 2azoB
Group added to ALIGNMENT: 1aj8A : 1aj8A 1aj8B 107xA 107xB 107xC 107xD
Group added to ALIGNMENT: 1ihoA : 1ihoA 1ihoB

CODE_1 € o cddigo associado a seqiiéncia alvo. A coluna CODE_ 2 apresenta 0s
codigos das proteinas selecionadas pela ferramenta MODELLER semelhantes a alvo.
LEN1 é o comprimento da seqiiéncia alvo. LEN2 corresponde ao comprimento das
proteinas semelhantes. NID consiste no nimero de aminodcidos alinhados; $ID’s
representam o percentual de identidade, normalizados pelo comprimento da menor e da
maior seqiiéncia respectivamente. SCORE ¢ a pontuacdo do alinhamento. SGNI's
apresentam trés formas distintas para se estabelecer a significancia dos alinhamentos,
sendo a primeira delas a mais relevante. Nela, para cada alinhamento, as duas
seqiiéncias sdo misturadas e alinhadas diversas vezes, calculando as pontuagdes desses
alinhamentos. Por fim obtém-se a média e o desvio padrdo das pontuagdes e associa
com o SCORE do alinhamento original.

Selecionando os moldes: o dendrograma construido pela ferramenta
MODELLER ¢ formado a partir de uma matriz de distancia entre as seqiiéncias,
baseado no método de clustering de pares pela média dos pesos, onde a distancia entre

dois agrupamentos ¢ dada pela média das distancias de cada grupo de um conjunto para
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cada grupo do outro. Em outras palavras, a distancia D(S, T) entre dois agrupamentos
S={sl1, s2, ..., sm} e T={tl, t2, ..., tn}, é dado pela média da distancia de cada elemento

S com cada elemento de T:

D(S,T) = (D(s1,t1) + D(s1,t2) + ... + D(s1,tn) + D(s2,t1) + D(s2,t2) + ... + D(s2,tn) +
oo + D(smtl) + D(smt2) + ... + D(smtn) ) / m*n

Por exemplo, na matriz de similaridade abaixo, a diagonal principal corresponde
ao tamanho da seqiiéncia, o triangulo superior a diagonal indica o nimero de residuos
equivalentes e a diagonal inferior ao percentual de residuos equivalentes, normalizados
pelo tamanho da menor. A partir dessa matriz de similaridade, deriva a matriz de
distancia, simétrica e com todos os elementos da diagonal principal nulos. Nessa matriz,
cada campo corresponde ao percentual de elementos diferentes entre duas seqii€ncias,

normalizado pelo tamanho da menor seqiiéncia.

Matriz de Similaridade

laj8A 11aj8B 11lo7xA 21ihoA 11ihoB 1my
laj8a 371 370 129 2 6 18
1aj8B 100 370 129 2 6 18
lo7xA 35 35 367 4 7 13
lihoA 1 1 1 282 95 6
lihoB 2 2 2 34 282 9
my 10 10 7 3 5 182

Matriz de disténcia

laj8A 11aj8B 11lo7xA 21ihoA 11ihoB 1my
lajs8a 0.000 0.000 65.000 99.000 98.000 90.000
1aj8B 0.000 0.000 65.000 99.000 98.000 90.000
lo7xA 65.000 65.000 0.000 99.000 98.000 93.000
lihoA 99.000 99.000 99.000 0.000 66.000 97.000
lihoB 98.000 98.000 98.000 66.000 0.000 95.000
my 90.000 90.000 93.000 97.000 95.000 0.000

z

Em seguida, o dendrograma € criado a partir da matriz de distancias.
Inicialmente, as duas seqiiéncias mais proximas sao reunidas. No caso, as 1aj8A e
1aj8B sdo escolhidas, pois a distancia entre elas é de 0.0% segundo a matriz, valor este

indicado no dendrograma, ao lado do cédigo 1aj8A.

D(1aj8A, 1aj8B) = D(1aj8A, 1aj8B)/1 = 0.0%
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Em seguida, o conjunto 1aj8A-1aj8B ¢é unido a seqiiéncia 107xA, sendo a
distancia entre o conjunto e a seqiiéncia uma média da distancia entre 1aj8A-107xA e

1aj8B-107xa.

D(1aj8A-1aj8B, 107xa) = (D(1aj8A, 107xA) + D(1aj8B, 107xA)) / 2
D(1aj8A-1aj8B, 107xa) = ((65.0% + 65.0%) / 2) = 65.0%

Ao mesmo tempo, forma-se um outro grupo com as seqiiéncias 1ihoA e 1lihoB,
cuja distancia entre as seqiiéncias € de 66.0%. Continuando o processo, o grupo (1aj8A-
lo7xa)-107xa ¢é unido a seqii€ncia my, cuja distancia entre o grupo e a seqiiéncia é de
91.5%, dada pela média das distancias dos grupos (1laj8A-lo7xa) e 107xa com a

seqiiéncia my.

D((1aj8A-1aj8B)-107xa, my) = (D((1aj8A-1aj8B), my) + D(107xA, my)) /2 =
((D(1aj8A, my) + D(1aj8B, my)) / 2 + D(107xA, my)) / 2 =
((90.0% + 90.0%)/2 + 93.0%) = 91.5%

Finalmente, o grupo ((1aj8A-107xa)- 107xa)-my ¢ agrupado com 1lihoA-1ihoB,

onde a distdncia € calcula pela média da distancia de cada grupo do primeiro

agrupamento, para cada seqiiéncia do segundo agrupamento:

D( ((1aj8A-107xa)- 107xa)-my, 1lihoA-1ihoA ) =
(D (((1aj8A-107xa)- 107xa)-my, 1lihoA ) + D ( ((1aj8A-107xa)- 107xa)-my, 1lihoB ))
12

onde
D (((1aj8A-107xa)- 107xa)-my, 1lihoA ) =
(D ((1aj8A-107xa)- 107xa, 1ihoA ) + D ( my, 1lihoA ) ) /2 =
((D (1aj8A-107xa, 1lihoA ) + D ( 107xa, 1ihoA ) ) /2 + D ( my, 1lihoA ) ) /2 =

((D (1aj8A, 1ihoA ) + (D ( 1aj8A, 1ihoA ))/2 +99.0% ) 12 +97% ) I2 =
(((99.0% + 99.0%)/2 +99.0% ) 12 + 97% ) 12 = 98.0%

O mesmo acontece para 1lihoB, caso em que a distancia equivale a 96.5%. Dessa

forma, tem-se que:

D( ((1aj8A-107xa)- 107xa)-my, lihoA-1ihoA ) = (98.0% + 96.5%)/2 = 97.25%
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.——— laj8A @1.9 0.0000

T 1aj8B @1.9 65.0000

e 1o7xA @2.7 91.5000

.771 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777 my @1.0 97.2500

} e lihoA @1.7 66.0000
.71 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 1ihoB @1.7

101.1400 83.6350 66.1300 48.6250 31.1200 13.6150 -3.8900
92.3875 74.8825 57.3775 39.8725 22.3675 4.8625
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Apéndice PDB

Uma simples descri¢cdo do formato utilizado no armazenamento das proteinas no
Protein Data Bank é exemplificada com um trecho do arquivo da proteina de cédigo

1FDN, a ferridoxina, originada da bactéria Clostridium acidurici.

HEADER ELECTRON TRANSPORT 31-MAR-94 1FDN
COMPND FERREDOXIN

SOURCE (CLOSTRIDIUM ACIDIURICI) ATCC: 7906

AUTHOR E.DUEE, E.FANCHON, J.VICAT,L.C.SIEKER,J.MEYER, J-M.MOULIS
REVDAT 1 31-AUG-94 1FDN 0

JRNL AUTH E.DUEE, E.FANCHON, J.VICAT,L.C.SIEKER,J.MEYER,

JRNL AUTH 2 J.M.MOULIS

JRNL TITL REFINED CRYSTAL STRUCTURE OF THE 2[4FE-4S]

JRNL TITL 2 FERREDOXIN FROM CLOSTRIDIUM ACIDURICI AT 1.84

JRNL TITL 3 ANGSTROMS RESOLUTION

JRNL REF TO BE PUBLISHED

JRNL REFN 0353
REMARK 1

REMARK 1 REFERENCE 1

REMARK 1 AUTH J.MEYER, J.-M.MOULIS, N.SCHERRER, J.GAGNON, J.ULRICH
REMARK 1 TITL SEQUENCES OF CLOSTRIDIAL FERREDOXINS

REMARK 1 REF BIOCHEM.J. V. 294 622 1993
REMARK 1 REFN ASTM BIJOAK UK ISSN 0306-3275 0043
REMARK 2

REMARK 2 RESOLUTION. 1.84 ANGSTROMS.

SEQRES 1 55 ALA TYR VAL ILE ASN GLU ALA CYS ILE SER CYS GLY ALA
SEQRES 2 55 CYS GLU PRO GLU CYS PRO VAL ASN ALA ILE SER SER GLY
SEQRES 3 55 ASP ASP ARG TYR VAL ILE ASP ALA ASP THR CYS ILE ASP
SEQRES 4 55 CYS GLY ALA CYS ALA GLY VAL CYS PRO VAL ASP ALA PRO
SEQRES 5 55 VAL GLN ALA

FTNOTE 1

ATOM 17 OH TYR 2 12.652 20.633 70.674 1.00 14.24
ATOM 18 N VAL 3 6.341 19.223 65.770 1.00 9.50
ATOM 19 CA VAL 3 5.103 18.626 65.305 1.00 9.51
ATOM 20 C VAL 3 4.839 17.445 66.248 1.00 10.00
ATOM 21 O VAL 3 5.768 16.767 66.712 1.00 9.74
ATOM 22 CB VAL 3 5.271 18.199 63.809 1.00 8.75
ATOM 23 CGl VAL 3 6.379 17.179 63.634 1.00 9.61
ATOM 24 CG2 VAL 3 3.957 17.620 63.311 1.00 9.83
ATOM 25 N ILE 4 3.587 17.263 66.657 1.00 9.05
ATOM 26 CA ILE 4 3.204 16.165 67.531 1.00 9.65
ATOM 27 C ILE 4 2.977 14.961 66.644 1.00 10.61
ATOM 28 O ILE 4 2.171 15.043 65.716 1.00 11.05
ATOM 29 CB ILE 4 1.941 16.587 68.304 1.00 8.61
ATOM 30 CG1 ILE 4 2.360 17.676 69.283 1.00 9.26
ATOM 31 CG2 ILE 4 1.323 15.427 69.064 1.00 7.79
ATOM 32 CD1l ILE 4 1.239 18.368 70.064 1.00 10.35
ATOM 33 N ASN 5 3.717 13.878 66.858 1.00 10.52
ATOM 34 CA ASN 5 3.551 12.729 65.991 1.00 11.91
ATOM 35 C ASN 5 2.482 11.763 66.487 1.00 12.50
ATOM 36 O ASN 5 1.794 12.018 67.477 1.00 11.77
ATOM 37 CB ASN 5 4.928 12.033 65.826 1.00 13.38
ATOM 38 CG ASN 5 5.545 11.386 67.055 1.00 13.93
ATOM 39 0Dl ASN 5 4.853 10.975 67.986 1.00 15.00

A primeira linha corresponde ao campo HEADER, informando a classificagdo da
molécula, a data de recebimento das coordenadas dos dtomos pelo PDB e o cédigo
identificando a proteina. COMPND dd uma maior descricio da molécula de entrada.

SOURCE indica a origem biolégica ou quimica da proteina. AUTHOR s3ao O0s
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responsaveis pelas informagdes contidas no arquivo. REVDAT informa o histérico das
modificacdes do arquivo. JRNL registra a primeira citacao da literatura que descreve o
experimento que resultou nas coordenadas dos dtomos. REMARK incluem anotacdes,
comentdrios e outras referéncias ndo citadas. SEQRES informa a estrutura primdria da
proteina. ATOM indica cada um dos dtomos que fazem parte da molécula, indicando o
aminoécido ao qual pertence e sua posi¢do na seqii€ncia, as coordenadas cartesianas e
parametros que indicam a qualidade do posicionamento do 4tomo. Existem outros
campos que descrevem melhor a estrutura das proteinas e estdo descritos no Guia do
Formato de Descri¢ao do PDB (http://www.rcsb.org/
pdb/docs/format/pdbguide2.2/guide2.2_frame.html).
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