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Resumo

Na formacao de complexos proteina-proteina, as interagoes hidrofébicas desempe-
nham um papel importante no reconhecimento molecular. Neste trabalho, foram analisa-
das as correspondéncias hidrofobicas entre superficies de serino peptidases e seus inibidores
protéicos. Cada patch hidrofébico foi determinado em nivel atomico como sendo consti-
tuido de atomos previamente classificados como apolares e polares, e organizados em uma
rede de contatos por meio de grafos. Tanto o mapeamento das interfaces quanto os pesos
das interacoes entre atomos das peptidases com respectivos inibidores foram definidos
pela metodologia Silveira-Romanelli (SR) com base nas areas de contatos. Para a iden-
tificaacao das correspondéncias, foi aplicado o agrupamento espectral utilizando matrizes
Laplacianas normalizadas, representativas de 36 complexos nao-redundantes de enzimas
do tipo tripsina e tipo subtilisina, e respectivos inibidores, filtrados do PDB, com informa-
¢oes do MEROPS e PFAM. Por meio de uma varredura realizada variando-se o nimero de
agrupamentos e considerando-se o coeficiente de silhueta como medida de qualidade dos
mesmos, foi possivel chegar a um modelo geral, onde cada complexo apresenta de 2 a 6
regioes hidrofébicas complementares entre enzima-inibidor. Essa hidrofobicidade inerente
a todas as regides ajudaria a explicar o sucesso do trabalho pioneiro de SCHECHTER &
BERGER - 1967, em usar polialaninas (um peptideo todo hidrofébico) como sondas para,
os primeiros mapeamentos das interfaces em peptidases. Nos 36 complexos analisados,
as regides também parecem formar uma superestrutura anelar ou semianelar hidrofébica,
algo semelhante aos O-rings identificados por BORGAN & THORN - 1998, eu seu clédssico
artigo sobre a organizacao de hot spots em interfaces proteina-proteina. Essa superestru-
tura anelar hidrofébica em enzimas poderia ter efeitos sobre as dguas de solvatacao, de
modo a interferir no padrao das flutuagoes de densidade local do solvente, algo que CHAN-
DLER - 2005 e outros autores vém demonstrando ser fundamental para as complexacoes

proteina-proteina.

Palavras-chave: regiao hidrofébica, inibidores de tripsina e subtilisina, agrupamento

espectral, estrutura anelar hidrofébica



Abstract

In the formation of protein-protein complexes, hydrophobic interactions play an
important role in molecular recognition. In this study, the hydrophobic correspondences
between serine peptidases surfaces and their protein inhibitors were analyzed. Each hy-
drophobic patch was determined at atomic level featuring atoms previously classified as
polar and non-polar, and organized in a graph contact network. Both the mapping of the
interfaces and the weight of the interactions between peptidase atoms with their respec-
tive inhibitors were set by the Silveira-Romanelli (SR) methodology, based on the areas
of contacts. In order to identify correspondences, the spectral clustering using normalized
Laplacian matrices was applied. These matrices represented 36 non-redundant complexes
of trypsin-like and subtilisin-like enzymes and their respective inhibitors, PDB filtered,
with information from MEROPS and PFAM. By means of a sweep carried out altering
the number of clustering and considering the silhouette coefficient as a measure of their
quality, it was possible to reach a general model, in which each complex shows from 2
to 6 complementary hydrophobic regions between enzyme-inhibitor. Such hydrophobi-
city inherent to all regions could help explain the success of SCHECHTER & BERGER
- 1967’s pioneering work, which used polyalanines (an entirely hydrophobic peptide) as
probes for the first mappings of the interfaces in peptidases. In the 36 analyzed com-
plexes, the regions also seem to form a hydrophobic ring or semi-annular superstructure,
resembling the O-rings identified by BORGAN & THORN - 1998, in their classic paper
on the organization of hot spots in protein-protein interfaces. This hydrophobic ring-
like superstructure in enzymes might affect solvation water, interfering with the pattern
of fluctuation of the solvent local density, a fundamental aspect for the protein-protein
complexes, as shown by CHANDLER - 2005 and other authors.

Keywords: hydrophobic patch, trypsin and subtilisin inhibitors, spectral clustering,
hydrophobic ring
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Capitulo 1

Introducao

O reconhecimento entre moléculas biolégicas para formacao de associacoes que
desempenham papéis importantes na manutencao da vida é um processo fundamental na
biologia.

O reconhecimento molecular e a associagao proteina-proteina tém sido estudados
em termos de varios aspectos, tais como a natureza das interagoes envolvidas (forcas
eletrostéticas, van der Waals etc), as correlagoes entre entropia e hidrofobicidade (em
certos casos, indiretamente mapeadas pelo tamanho da drea acessivel ao solvente (ASA,
do inglés Accessible Surface Area)), a forma e a complementaridade entre as superficies,
a composicao das interfaces, efeitos dindmicos na formacdo dos complexos, as redes de
interagoes intrasolvente, especialmente das dguas de solvatagao etc [Chothia and Janin
(1975), Korn and Burnett (1991)].

Neste trabalho, foram analisadas as correspondéncias hidrofébicas entre superficies
de peptidases e seus inibidores proteicos, visto que nessa associa¢ao a hidrofobicidade em
suas superficies parece desempenhar papel fundamental [Young et al. (1994)].

As peptidases constituem um grupo numeroso de proteinas que representam apro-
ximadamente 2% do nimero total de proteinas presentes em todos os tipos de organismos
[Polgar (2005)]. Sao constituintes essenciais em todas as formas de vida, incluindo micro-
organismos como virus, bactérias, protozoarios, leveduras, fungos, as plantas e os animais.

Desde os primeiros estudos envolvendo a composicao quimica das proteinas em
termos de seus aminoacidos, ficou evidente que boa parte de suas cadeias laterais eram
compostas por dtomos apolares. Atomos nessa condicao tendem a ter uma densidade
eletronica mais homogénea ou isotrépica, ao contrario dos atomos polares, em que essa
densidade pode variar, criando subregides mais densas em elétrons que outras (formando
“polos”, dai o termo “polarizado” ou polar). Apesar dessa anisotropia de densidade
eletronica, tais atomos polares ainda estao neutros, com nimeros equivalentes de prétons
e elétrons. Podemos considerar um extremo de polarizacdo quando os atomos apresentam
carga formal diferente de zero, ou seja, estao ionizados ou carregados com elétrons a mais
ou a menos em relacdo ao niimero de protons.

Entre 20% a 30% dos residuos em uma proteina compreendem aminodcidos como

valina, leucina, isoleucina ou fenilalanina , cujas cadeias laterais sdo arranjos de grupos
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metis essencialmente apolares [Kauzmann (1959)]. Com excecao da glicina, que ndo tem
cadeia lateral, mesmo aminoacidos tipicamente tidos como polares, apresentam algum
atomo apolar ou pouco polar, como os carbonos betas em todos os demais aminoacidos,
e outros grupos metis, como os que antecedem o grupo amino na lisina, classificada como
um residuo carregado positivamente (em pH neutro). Isso sem contar enxofres pouco
polares, como o tioeter na metionina e o tiol oxidado nas pontes dissulfetos [Kauzmann
(1959)].

Como esses grupos nao-polares tendem a ter baixa afinidade pela dgua (uma mo-
lécula polar), hd uma tendéncia natural deles se agregarem entre si, criando uma fase
propria nao-aquosa, o que pode levar a formagao de complexas estruturas em proteinas
e outras biomoléculas. Chama-se essa tendéncia de “efeito hidrofobico” ou “interacgao hi-
drofébica” [Kauzmann (1959)], e falaremos bastante sobre esse tema ao longo desta tese.
Por outro lado, os atomos polares (ou carregados) tendem a interagir bem com a agua, e
por conta disso, sao tidos como hidrofilicos.

[Korn and Burnett (1991)], ao estudarem as colaboragoes das forgas hidrof6bicas
e hidrofilicas na ligagdo entre interfaces de proteinas oligoméricas e multiméricas (com
varias cadeias agregadas entre si), apontaram quantitativamente a complementaridade
hidropatica entre as proteinas estudadas e mostraram qualitativamente, por meio de ima-
gens coloridas com uma escala hidropatica, que essa complementaridade significa que as
proteinas interagem colocando seus centros hidrofébicos da superficie contra os centros
hidrofébicos de outra superficie e 0 mesmo acontece com os centros hidrofilicos.

Nosso grupo de pesquisa, em trabalho publicado em 2012, Gongalves-Almeida et al.
(2012) aprofundou o trabalho de Korn e coautores, mas com foco especial no fenémeno
de inibicao cruzada, que ocorre tanto quando um mesmo inibidor proteico inibe proteases
com estruturas dimensionais bem diferentes e com baixa identidade de sequéncia, como
tripsinas e subtilisinas, como também quando uma mesma protease é inativada ou bloque-
ada por diferentes inibidores. Estabelece-se, pois, uma relacdo n para n entre proteases
e inibidores. Exemplos classicos envolvem os inibidores ovomucoide e eglinas, ambos ca-
pazes de inibir tanto proteases tipo tripsinas quanto tipo subtilisinas [Bode et al. (1986),
Horn et al. (2003), McPhalen and James (1988), Frigerio et al. (1992)].

Para aquela investigagao, foi construida a metodologia Hydropace para identificar
padroes conservados de interacdo hidrofébica em serino peptidases, em nivel atomico.
Estudos anteriores, por trabalharem no nivel de residuos, nao evidenciavam padroes rele-
vantes. Na metodologia Hydropace, ao abstrair os residuos em prol de uma granulosidade
atOmica, varios padroes emergiram de forma inesperada. Esses padroes foram associados
a regioes invariantes (ou patches) no lado enzima. Essas regioes poderiam compreender,
numa peptidase, parte de um tnico volumoso residuo aromatico; mas em outras, atomos
de dois ou mais pequenos residuos com cadeias laterais alifaticas. Uma andlise que nao

fosse por regides mas por residuos teria dificuldades de destacar tais correspondéncias.



1.1. Motivacao Tedrica e Experimental 23

Os autores em Gongalves-Almeida et al. (2012) também pressuporam que essas regioes
estariam em contato com regioes apolares complementares no lado do inibidor, sem no
entanto, comprova-la.

Apos a submissao do artigo a Bioinformatics, um dos revisores questionou essa
pressuposicao, apontando que nao estava evidente na metodologia que os inibidores ti-
nham de fato patches complementares que interagissem com os respectivos sitios hidro-
fébicos da enzima, e qual seria (se existisse) sua contribui¢do para a inibigao cruzada.
Abaixo, sao transcritos a indagagao do revisor e a resposta dos autores.

Revisor: Fven if the enzymes have conserved hydrophobic patches, it is not clear
from the manuscript, that the inhibitors have complementary patches that interact with
these sites and contribute to cross-inhibition.

Argumentacao do autores: If the binding energetics described above for protease-
inhibitors are (in fact) entropically driven, the complementarity of hydrophobic sites
between enzyme and ligand has to exist in some degree. Indeed, we can see in Figure
1.1 an example of correspondences among the apolar atoms of the inhibitors side and
enzymes side.

Mesmo sendo um tnico exemplo sem nenhuma anélise computacional e estatistica
mais elaborada, os revisores aceitaram a publicagao. E provével que tenham entendido que
nao era o objetivo maior daquele trabalho aprofundar tal correspondéncia. Seja como for,
para os autores do artigo (o que inclui o orientador desta tese), a questao nao havia sido
satisfatoriamente respondida. Ela foi temporariamente colocada na “gaveta das ideias”,
algo a ser enfrentado num trabalho futuro. Futuro este agora presente na forma desta
tese.

Entao, com o objetivo de identificar as regioes hidrofébicas do lado do inibidor e
estabelecer as referidas correspondéncias com o lado enzima, este trabalho consistiu em
tratar esse tema como objeto de pesquisa. Inicialmente foi aplicada a propria metodologia
Hydropace, mas devido ao menor nimero de atomos do lado do inibidor, o método nao se
mostrou suficiente. Com isso, foi escolhido o agrupamento espectral acoplado a um grafo

de areas de contatos, algo que sera descrito em detalhes ao longo desta tese.

1.1 Motivacao Tedrica e Experimental

O trecho a seguir foi baseado na resposta dada aos questionamentos dos revisores do
referido artigo da Bioinformatics Gongalves-Almeida et al. (2012). D4 destaque a alguns
dos conceitos que embasaram a busca por correspondéncias hidrofobicas nas interfaces

entre peptidases e inibidores proteicos. As reflexoes e andlises prévias feitas neste excerto
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Figura 1.1: Interacoes hidrofobicas entre tipo subtilisina e o inibidor Eglina C. O loop do
inibidor estd em contato proximo com a interface da serino peptidase. Os atomos polares
estdo em cinza e os apolares em preto. Na interface da enzima, as regioes apolares estao
em meshes e esferas (aquelas que estao entre 4 e 6 A de qualquer dtomo apolar do inibidor
estao conectadas por arestas pontilhadas). Esperas maiores, em cinza médio, representam
os centroides.

Fonte: [Gongalves-Almeida et al. (2012)].

motivaram grande parte dos aprofundamentos tedricos e dos desenhos experimentais in

silico que estruturaram esta tese.

“As areas das superficies acessiveis estdo correlacionadas com energias livres
[Chothia and Janin (1975)], portanto, com principios termodindmicos. Certa-
mente que [Kauzmann (1959)], no final da década de 1950, foi um dos primeiros
a indicar de forma convincente as correlagoes entre as interacoes hidrofébicas
(envolvendo atomos nao-polares) e a entropia, em especial do solvente, fato
verificado experimentalmente em diversos fenémenos, como por exemplo: a
dissolugdo das moléculas organicas, enovelamento proteico, estabilizacao dos

complexos proteina-ligante, a agregacao proteica e outros.

O grau de exposicao dos atomos apolares ou moléculas ao solvente é fundamen-
tal para o conceito de hidrofobicidade. [Lee and Richards (1971)] desenvol-
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veram um método (hoje classico) para calcular essa exposi¢ao da proteina ao
solvente. Eles criaram o conceito de area de acessibilidade ao solvente (ASA)
como a soma de todas as regides de um atomo ou grupo de atomos que podem
ser alcangadas por uma esfera (a probe) de raio R (representando o solvente)
em contato com a proteina através da superficie de Van der Waals. No inicio
da década de 1970, [Chothia (1974)] demonstrou que existe uma correlagao
linear entre a ASA e a solubilidade dos aminoacidos em solventes organicos
(uma medida de hidrofobicidade). Ele estimou a contribuicao da energia livre
entre 20 e trinta calorias por mol™! para cada A§ da drea dos dtomos apolares

que nao estao expostos aos solvente.

[Chothia and Janin (1975)] evidenciaram que a razdao apolar/polar da ASA
aparenta ser maior para a interface em alguns complexos proteicos que para
o resto da superficie. Esta maior hidrofobicidade da regiao na interface facili-
taria, em uma perspectiva termodinamica, a agregacao com regioes apolares
de outras cadeias ou moléculas. Além disso, uma proporcao balanceada da
ASA apolar/polar em regides fora da interface colaboraria para a prevencao
de aglutinacoes disfuncionais. Sempre bom lembrar que, a polimerizacao da
hemoglobina S na anemia falciforme é induzida pelo desequilibrio nessa razao
apolar /polar, devido a uma simples mutagdo em um residuo polar por outro

apolar (Glu pela Val) na superficie da cadeia beta [Dickerson and Geis (1983)].

[Gongalves-Almeida et al. (2012)] apontaram uma tendéncia de aumento da
razao apolar/polar da ASA na interface em detrimento do resto da superficie
(Figura 1.2), uma evidéncia da importancia das interagoes hidrofébicas na

formacao do complexo proteina-inibidor.
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Figura 1.2: Gréfico mostrando as razoes ASA apolar/polar da interface e do resto da
superficie para as peptidases: 1ACB 1CSE 1SBN 1TEC 1R0R 1PPF 1CHO 3SGB (ID’s
PDB).
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Fonte: [Gongalves-Almeida et al. (2012).

[Murphy and Freire (1992)] demonstraram que pode ser confidvel estimar al-
guns parametros termodinamicos através de calculos da ASA apolar e polar,
a partir das coordenadas atomicas. Isso pressupoe que os entes nos complexos
comportam-se como corpos rigidos, com presenca desprezivel de rearranjos

dindmicos ou alostéricos.

[Baker and Murphy (1997)] aplicaram esse método para estimar alguns desses
pardmetros envolvendo a variagdo da energia livre de ligacao (AG de bin-
ding) do inibidor ovomucoide (OMTKY?3 - Turkey Ovomucoid Third Domain)
em complexo com elastase pancreética de porco (PPE - Porcine Pancreatic
Flastase). FEles também compararam os cédlculos empiricos da ASA com os
dados experimentais medidos por ITC ( (Isothermical Titration Calorimetry).
A Tabela 1.1 abaixo contrasta calculos empiricos e experimentais, todos em
boa concordancia, exceto, talvez, a variacao de entalpia. Mesmo assim, esse
pardmetro tem peso pequeno na variagao da energia livre total (somente 4%).
Portanto, pode-se concluir que a formacao do complexo OMTKY3 - PPE é
entropico dirigida, pondo em destaque a importancia dos casamentos ou pa-

reamentos hidrofébicos na interface.

Se se assume que essas premissas se mantém validas para a maioria dos outros
complexos peptidases-inibidores (uma hipé6tese plausivel), a metodologia de

Murphy e co-autores pode ser aplicada para estimar a variacao de entropia
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Tabela 1.1: Comparacao de parametros termodinamicos e estimagao empirica para o
complexo OMTKY3/PPE. Dado experimental a 25°C'.

Parametro Experimental | Calculado
AC°,(kJKtmol~1) -1.140.1 —1.4
AH°(kJK ~tmol™1) —254+1.0 2.3

AS°(JK~tmol™1) 195 4 4 190
AG°(kJmol™1) —60.6 £ 0.5 —54

Fonte: [Baker and Murphy (1997)].

de solvatagdo dos complexos estudados por meio dos calculos da ASA. Essa
escolha, entao foi feita, porque a mudanca da entropia de solvatagao é o para-
metro mais relevante das interagoes hidrofébicas e é o fator mais predominante

envolvido na ligagdo proteina-proteina.

[Baker and Murphy (1997)]. Dois passos podem ser realizados:

1. determinar a variagdo da capacidade calorifica (pressao constante) como:
AC, = a- AASAgpoiar +b - AASApoiar;

2. determinar a variagao da entropia de solvatacao: AS = AC, -In (TZS)

Onde, a e b sdo parametros de ajuste, conforme estimados em [Murphy and
Freire (1992)] como 1.88 JK™'mol™'!A™! e -1.09 JK~'mol™*A~!, respectiva-
mente. T é a temperatura experimental ou ambiente e Ty é a temperatura de
referéncia onde a variagao de entropia é considerada como zero (em torno de

385K) [Baldwin (1986)].

Na Figura 1.3, é possivel ver que existe uma forte correlagao linear (coeficiente
de Pearson de 0.98) entre a variagdo da entropia de solvatagao (inferido como
descrito acima) e a “extensdo” dos patches, medida pelo nimero de dtomos
hidrofébicos que os compoe. O intercepto parece se distanciar de zero porque
a variacao da capacidade calorifica, como sugerido na metodologia de Murphy

e co-autores, tem um termo polar.
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Figura 1.3: Grafico mostrando a correlacao entre mudangas na entropia de solvatagao
e a extensao do patch para as peptidases: 1ACB 1CSE 1SBN 1TEC 1ROR 1PPF 1CHO
3SGB (ID’s PDB).
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Fonte: [Gongalves-Almeida et al. (2012)].

Concluindo, acredita-se que os patches hidrofobicos conservados tém um pa-
pel bem definido na inibicdo. Eles podem representar a rede de interacoes
hidrof6bicas que organiza (e talvez até codifique) as interfaces das peptidases,
indo além das descrigdes tradicionais em termos de triades/diades cataliticas
e sitios de estabilizacao do oxianion. Suas interfaces tém um fator hidrofébico
que é claramente distinto do resto da superficie, como mostrado na Figura
1.2. O estudo energético da elastase PPE calculada por [Baker and Murphy
(1997)] indica que a interagao entre proteases e inibidores pode ser orquestrada
fundamentalmente por forgas hidrof6bicas/entrépicas, chegando até a 96% da
variagao da energia livre na formacao do complexo. Corroborando com essas
afirmativas, os patches hidrofébicos também tém uma correlacao evidente com

a variacao da entropia de solvatacao, como mostra a Figura 1.3.

Cabe salientar, no entanto, que a existéncia de padrdes hidrofébicos pode ser
uma condigao necessaria mas talvez nao suficiente para o reconhecimento. As
interacoes polares, as complementaridades estereoquimicas, além da estrutura
das aguas nas primeiras camadas de solvatacao também podem ter sua impor-
tancia. Na verdade, tudo isso se correlaciona e se retroalimenta, como indicam

varios estudos dos quais falaremos mais adiante.

Mesmo considerando apenas o fator apolar, parece também que ainda nao ha

consenso na literatura sobre o exato papel das interagoes hidrofébicas em pro-
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teinas. Enquanto [Chothia and Janin (1975)] argumenta que as hydrophobic
contribution is entirely unspecific, it would lead to all kinds of incorrect inte-
ractions in a cell, [Dill (1999)] defende que hydrophobic interactions are not

nonspecific glue, but a crucial structure-determining driving force".

Independente de quem tem razao, o primeiro ataque do nosso grupo de pesquisa
a essa questao [Gongalves-Almeida et al. (2012)] teve o mérito de colocar em evidéncia a
existéncia de padroes hidrofébicos robustos no lado enzima (se olhados no nivel atémico),
mesmo quando considerou-se peptidases tao dispares quanto Tripsinas e Subtilases. Tam-
bém ficou evidenciado que esses padroes podem ajudar a explicar o fendmeno de inibigao
cruzada. O que esta tese almejou foi estender ainda mais essa andalise, agora com um

olhar especial para o lado inibidor, dando énfase nas correspondéncias hidrofébicas com

o lado peptidase.
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Identificar a correspondéncia hidrofébica entre complexos formados por serino pep-
tidases e inibidores protéicos através de técnicas de varredura de agrupamento espectral,
tendo a drea de contato como pardmetro para inferir indiretamente as proximidades e/ou

interacoes atomicas.

2.1.1 Objetivos Especificos

e Construir uma base de dados com complexos formados por enzimas tipo tripsina
e tipo subtilisina e inibidores protéicos, com representantes em varias familias de

inibidores e complexos com baixa redundancia;

e Desenvolver algoritmos em Perl e R para identificacdo de regioes hidrofébicas na
enzima e no inibidor e identificacdo automéatica da correspondéncia entre essas re-

gioes;

o Montar os grafos tendo como peso entre as arestas as areas de contato entre pa-
res atdmicos da enzima e do inibidor como medida do grau de proximidade e/ou

interacao entre ambos;
o Classificar os d4tomos conforme o perfil apolar/polar;

o Aplicar técnicas de agrupamento espectral com o objetivo de identificar subregices

de correspondéncias hidrofobicas.
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Capitulo 3

Serino peptidases e seus inibidores

proteicos

3.1 Peptidases

As peptidases sao enzimas que catalisam reacoes de hidrolise de ligagoes peptidi-
cas de proteinas. Também sao conhecidas alternativamente como proteases ou proteina-
ses. Porém, como desde 1984, a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(UIBBM)[Webb et al. (1992)] recomenda o uso de peptidase, este termo foi adotado nesta
tese. Enzima proteolitica e peptidase também eram tratadas como sinonimos e todas as
enzimas proteoliticas eram consideradas como hidrolases. Porém, em 2004 foi descoberto
novo grupo de enzimas que clivam ligacoes peptidicas sem hidrolise. Sao proteinas que
realizam autoclivagem em residuos de asparagina, como a proteina precursora 1T'sh na Es-
cherichia coli. Essas enzimas estdao no grupo das Liases [Rawlings et al. (2011)]. Portanto,
nem toda enzima proteolitica é uma peptidase.

Nas células humanas, as peptidases correspondem a mais de 500 proteinas diferen-
tes, conforme observado com o sequenciamento do genoma humano [Puente et al. (2005)].
Essas enzimas desempenham papéis importantes em diversos processos fisioldgicos tais
como: a digestao de proteinas dos alimentos, a degradagao de proteinas pelos lisossomos,
as cascatas de coagulagao, complemento e as de sinalizacao intracelular, o desenvolvimento
embrionario. Também estao envolvidas em varias patologias, como doencas inflamatoérias,
doencgas hepaticas, doengas reumaticas, desordens neurolégicas, hipertensao, doencas de-
generativas, autoimunes, apoptose, canceres, entre outras.

Em doencas causadas por virus, como a AIDS, a hepatite C e a herpes, peptida-
ses estao envolvidas nos processos de replicacao desses microorganismos ou sao usadas
como fator de viruléncia no ciclo de infecgdo [Mitsuya et al. (1990)]. Esses fatos tém
contribuido para que as peptidases sejam consideradas um alvo terapéutico valioso para
o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos.

Em vegetais, as peptidases estdo envolvidas nos processos de amadurecimento,
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germinacao, de diferenciagdo e morfogénese, de morte celular, de resposta de defesa de
plantas a processos de estresse oxidativo ou as variagoes das condigbes ambientais [Lopez-
Otin and Bond (2008)].

Além da sua importancia fisiologica e farmacéutica, as peptidases tém importante
aplicabilidade biotecnolégica. As peptidases de origem microbianas, como as secretadas
por fungos e leveduras para o meio externo, participam da degradacao de proteinas cujos
produtos da hidroélise servem como fonte de carbono e de nitrogénio no metabolismo ce-
lular. Na industria, as peptidases tém sido empregadas na producao de paes e biscoitos
mediante o enriquecimento proteico de farinhas de trigo, no preparo de detergentes, no
processamento de couro, no amaciamento de carnes, dentre outros [Vermelho et al. (2008),
Karbalaei-Heidari et al. (2009)]. Enzimas que podem ser extraidas em grandes quantida-
des tém significativa importancia econdmica, como aquelas envolvidas no amadurecimento
de frutos: a ficina (figo), a papaina (mamao) e a bromelina (abacaxi).

A acao das peptidases na quebra das ligacoes peptidicas pode ocorrer em apenas
uma ou em um numero limitado de ligagdes de uma determinada proteina (protedlise
limitada), levando a ativagdo ou a formagao de uma proteina inativa, ou pode ocorrer
em todas as ligagoes peptidicas, de modo que a proteina clivada é degradada em seus
aminodcidos constituintes (proteélise ilimitada) [Neurath (1989)].

Em um complexo formado por uma peptidase e um substrato polipeptidico, os
residuos desse substrato se ligam em subsitios cataliticos da peptidase, os quais estao
comumente localizados em bolsoes ou sulcos na superficie da enzima.

A especificidade de uma peptidase para clivar uma ligacao peptidica de residuos
particulares, cuja cadeia lateral estd acomodada em cada subsitio especifico é descrita
numa terminologia cuja base é o trabalho de [Schechter et al. (1967)] que descreveram
a especificidade da papaina, usando como substratos polialaninas de tamanhos variados
(ala2 até alab).

Na peptidase, esses subsitios sao chamados S (Subsitios) e os residuos de aminoa-
cidos do substrato sdo denominados P (Peptideos), conforme pode ser visto na Figura
3.1. Os subsitios cataliticos da enzima sao numerados como Sn,...,52,51 para o lado
N-terminal e S1’',52',...,5n’ para o C-terminal. Os residuos de aminoacidos do lado
N-terminal da ligacao peptidica do substrato que é hidrolisada pela peptidase sao nume-
rados Pn, ..., P2, P1 e os residuos do lado C-terminal sao numerados P1’, P2', ..., Pn'.
Os residuos P1 — P1’ formam uma ligacao chamada scissile bond ou ligagao peptidica do
substrato que é clivada pela peptidase na hidrolise.

Importante notar que na nomenclatura de Schechter & Berger, cada residuo ficava
associado a um unico subsitio, como se houvesse um sub-bolsao na enzima para cada
um deles. Percebam também que os substratos utilizados foram polialaninas de 2 a 6
residuos de comprimento, ligantes tipicamente hidrofébicos. Ressaltaremos esses detalhes

em nossa discussao dos resultados mais adiante.
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Figura 3.1: Nomenclatura dos subsitios de uma peptidase e os residuos complementares
de seu substrato - nomenclatura de Schechter e Berger.
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Fonte: Adaptada de <https://swift.cmbi.umen.nl/teach/B2/LINK/NOOT__32.html>.
[Schechter et al. (1967)].

O sitio ativo da enzima é composto de S3 — S1 e S1' — S3' localizados em ambos
os lados (N e C terminal) do sitio catalitico da enzima. As posi¢des P no substrato
sao enumeradas a partir do ponto de clivagem, portanto tém a mesma numeragao dos

subsitios que ocupam na enzima.

3.1.1 Classificacao das Peptidases

De acordo com o sistema de classifica¢ao de enzimas, chamado EC (number Enzyme
Cllassification), proposto pelo Comité de Nomenclatura Enzimatica da IUBMB (The In-
ternational Union of Biochemistry and Molecular Biology), as enzimas sao classificadas
em seis classes: (1) Oxidorredutases, (2) Transferases, (3) Hidrolases, (4) Liases, (5) Iso-
merases e (6) Ligases. As peptidases pertencem a classe 3 (hidrolases) e subclasse 3.4
(peptideo hidrolases ou peptidases) [Voet and Voet (2013)].

De acordo com [Merops (2015)], ha trés métodos de classificagdo das peptidases

definidos, como segue:
« pelo tipo de reacdo quimica da catalise,
o pelo mecanismo de agao da catalise, e

o pela estrutura molecular e homologia.
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3.1.1.1 Peptidases agrupadas pelo tipo de reacao quimica

As peptidases catalisam uma mesma reagao: pela hidrolise de uma ligacao pep-
tidica, mas apresentam seletividade para ligagoes peptidicas em posi¢oes particulares na
cadeia polipeptidica do substrato, ou seja, se a ligagao peptidica esta na extremidade ou
no interior da cadeia [Salleh et al. (2006)]. Com base nesse critério, as peptidases po-
dem ser classificadas em ezopeptidases (EC 3.4.11-19) e endopeptidases (EC 3.4.21-25/99)

como ¢ apresentado na Figura 3.2.

Figura 3.2: Tipos de peptidases e representacao do modo de acao. Os circulos azuis
representam os residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica. Os circulos amarelos
representam os residuos terminais e as setas indicam o local da clivagem.
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Fonte: Adaptado de [Rao et al. (1998)].

As exopeptidases sao enzimas que atuam somente nos finais das cadeias polipepti-
dicas na regiao N ou C' terminal, enquanto as endopeptidases, também conhecidas como
proteinases, agem preferencialmente nas regioes internas da cadeia polipeptidica, entre as
regidoes N e C' terminal.

As exopeptidases que atuam na regiao N-terminal com liberacdo de um tnico re-
siduo de aminoacido sdo chamadas de aminopeptidases, quando liberam dois residuos
(dipeptideo) ou trés residuos (tripeptideo) sdo chamadas, respectivamente, de dipeptidil-
peptidases e tripeptidil-peptidases. As exopeptidases que atuam na regiao C-terminal
livre liberando um tnico residuo de aminoacido sao denominadas carboxipeptidases,
quando liberam dois residuos de aminodcidos sdo denominadas peptidil-dipeptidase. Al-

gumas exopeptidases hidrolisam dipeptideos (dipeptidase). Existem ainda exopeptidases
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que removem residuos de aminoacidos substituidos, ciclicos ou em ligacao isopeptidica,

neste ultimo caso sao denominadas omega peptidases [Merops (2015)].

3.1.1.2 Peptidases agrupadas pelo mecanismo de agao da catalise

As peptidases também podem ser descritas de acordo com seus mecanismos e tipos
cataliticos em: aspartico, cisteino, treonino, glutdmico, metalo ou serino peptidases. Além
destas classes mecanisticas, existe ainda uma classe destinada as enzimas cujo mecanismo
catalitico ainda nao é conhecido [Rawlings and Salvesen (2012)]. Falaremos em mais
detalhes sobre alguns desses mecanismos mais adiante.

Um tipo catalitico esta relacionado aos grupos quimicos responsaveis pela catélise
da ligacao peptidica na hidrolise. Na serino peptidase, o nucledfilo catalitico é a hidroxila
da cadeia lateral de uma serina no sitio ativo e na cisteino peptidase, o nucledéfilo catalitico
¢ o o grupo tiol da cadeia lateral do sitio ativo da cisteina. Nas aspartico peptidases, o
nucledfilo sao moléculas de dgua em interacao com as cadeias laterais de asparticos. Nas
metalopeptidases, um ou dois ions metalicos mantém a agua também como nucledfilo. O
metal pode ser o zinco, o cobalto, o manganés, o niquel ou ferro. Nas treonino pepti-
dase, o nucledfilo é a hidroxila da treonina. Ainda se tem pouco conhecimento sobre as
glutamico peptidases, cujos mecanismos cataliticos parecem ser realizados por uma diade
catalitica Glu/GlIn [Rawlings and Salvesen (2012)]. Na se¢ao 3.2 deste capitulo, serd apre-
sentada uma breve descrigao sobre as serino peptidases pois os complexos enzima /inibidor
selecionados neste trabalho sao desse tipo.

Essa classificagao baseada no tipo catalitico é 1til porque, de modo geral, enzi-
mas do mesmo tipo tendem a ser inibidas pelos mesmos inibidores. Entretanto, podem
ter pouca ou nenhuma relacao evolutiva. Por exemplo, tripsina e subtilisina sao serino
peptidases que nao tém mesma origem evolutiva. Por outro lado, peptidases de tipos
cataliticos diferentes podem estar relacionadas evolucionariamente, como a peptidase cis-

teinica picornain 3C polivirus e a tripsina [Rawlings et al. (2011)].
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3.1.1.3 Peptidases agrupadas pela estrutura e homologia

A classificacao de peptidases tendo como critérios as caracteristicas estruturais da
molécula e evoluciondrias (homologia) foi proposta por [Rawlings and Barrett (1993)]em
1993 e utilizada no banco de dados MEROPS. Este é um banco de dados curado ma-
nualmente, composto de peptidases e seus inibidores proteico organizados em trés niveis:
peptidases, familias e clas [Rawlings et al. (2004), Rawlings et al. (2014a), Rawlings et al.
(2014b),Rawlings and Salvesen (2012)].

As peptidases sdo diferenciadas entre si pelas atividades que desempenham. E
uma “classificacdo simples” com critério similar ao utilizado na lista do IUBMB EC. As
peptidases quando tém alguma similaridade sequencial significativa sao agrupadas em
familias, as quais por similaridade estrutural sao agrupadas em clas.

Uma familia é um conjunto de enzimas proteoliticas homdélogas. Cada familia tem
uma peptidase “exemplo” com a qual um membro dessa familia deve ter significativa si-
milaridade estatistica quando as respectivas sequéncias de aminoacidos sao comparadas,
ou quando essa comparacao ¢ feita com qualquer membro da familia. Esse relacionamento
deve existir em pelo menos uma parte (unidade) da peptidase responsével por sua ativi-
dade e se deve garantir que haja algum relacionamento evolucionario entre os membros.
Esse exemplar, ou representante caracteristico da familia é o que d4 nome a ela. Cada
familia é identificada por uma letra seguida por um niimero arbitrario, por exemplo, S1.
A letra representa o tipo catalitico da enzima: Aspartic(A), Cysteine(C), Glutamic(G),
Metallo(M), Asparagine(N), Mized(P), Serine(S), Threonine(T'), Unknown(U). Al-
gumas familias sdo divididas em subfamilias porque ha evidéncia de uma divergéncia
muito antiga dentro da familia, por exemplo, STA, S1B.

Um cla contém todas as peptidases que surgiram a partir de uma tnica origem
evolutiva de peptidases. Ele representa uma ou mais familias cuja evidéncia de rela-
cao evolutiva se da4 por meio da similaridade entre as suas estruturas tridimensionais.
Quando essas estruturas nao estao disponiveis, a relagao evolutiva é dada pela ordem dos
residuos do sitio catalitico na cadeia polipeptidica e frequentemente por motivos comuns
na sequéncia em torno dos residuos cataliticos. Cada cla é identificado com duas letras.
Do mesmo modo que nas familias, a primeira letra representa o tipo catalitico das familias
incluidas no cla: A, C, G, M, N, P, S, T, U. A letra P é utilizada para um cla que
contém familias com peptidases de mais de um tipo catalitico (S, T, C). A segunda letra é
atribuida arbitrariamente. Ha algumas familias que ainda nao pode ser atribuidas a clas.
Neste caso, quando uma atribuicao formal é necessaria, a familia é descrita como perten-
cente ao cla A-, C-; M-, S-, T- ou U-, de acordo com o tipo catalitico. Alguns clas sao
divididos em subclas porque hé evidéncia de uma divergéncia muito antiga dentro do cla.

No geral envolvem mudangas do tipo catalitico, mantendo o mesmo motivo estrutural,
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como acontece nos subclas PA(S) e PA(C), o primeiro com nucleéfilo serina, o segundo
com cisteina.

Os inibidores proteicos de peptidases sao classificados no MEROPS da mesma
forma que as peptidases. No entanto, cada familia tem a primeira letra do nome identifi-
cada pela letra I. O identificar do cla, formado por duas letras, inicia-se com as letras [

ou J.

3.2 Serino Peptidases

As serino peptidases formam uma ampla classe de enzimas proteoliticas que foram
extensivamente estudadas, sendo encontradas em procariotos e eucariotos. Essas enzi-
mas receberam esse nome por terem um mecanismo catalitico comum caracterizado pela
existéncia de um residuo de serina muito reativo (nucleéfilo), essencial para a atividade
enzimatica [Voet and Voet (2013)].

No MEROPS, as serino peptidases estao agrupadas em cerca de 50 familias dis-
tinguidas em funcao da similaridade sequencial dos aminoacidos e distribuidas em 14 clas
definidos com base na estrutura terciaria e ordem dos residuos cataliticos nas sequéncias
[Barrett et al. (2012)]. Desses clas, aqueles que foram objeto de pesquisa deste trabalho
sao: o cla PA (subcla PA(S)) com a familia S1 e o cla SB com as familias S8 e S53.

O cla PA agrupa familias que possuem origem comum com a quimotripsina e con-
tém serino e cisteino peptidases, distribuidas nos subclas PA(S) e PA(C), respectivamente.
A similaridade entre as familias do cla PA é baseada nos folds da proteina ou no arranjo
dos residuos cataliticos.

No subcla PA(S), todas as enzimas sao endopeptidases, com excecao da dipeptidyl-
peptidase 7 do Porphyromonas gingivalis. A triade catalitica tipica é formada por HIS,
ASP, SER, onde o ASP ajuda a orientar o anel imidazol da histidina (que ird agir tanto
como um acido quanto uma base conjugada) e as estruturas tercidrias consistem princi-
palmente de folhas § organizadas em barris.

A familia S1 é a maior familia das peptidases tanto em termos de nimero de
proteinas sequenciadas quanto em termos do ntimero de peptidases com atividades reco-
nhecidamente diferentes e é representada pela quimotripsina A do Bos taurus. Todos os
membros dessa familia tém a triade disposta na seguinte ordem: HIS, ASP e SER.

O cla SB contém a familia S8 (familia subtilisina) e a familia S53 (familia sedoli-
sina). Em ambas as familias, a serina catalitica estd em um motivo GLY-THR-SER-XAA-
XAA-XBB-PRO, onde XAA é um aminoacido alifatico e XBB é um pequeno aminoacido
(SER/THR/ALA/GLY) [Rawlings and Salvesen (2012)]. Somente a SER em ambas as
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familias, a HIS na familia S8 e a GLU na familia S53 tém posi¢oes equivalentes, ou seja,
em S53 a GLU substitui a HIS [Page and Di Cera (2008)]. Na familia S53, os residuos
cataliticos GLU e ASP ocorrem no motivo GLU-XAA-XAA-LEU-ASP. Uma asparagina

tem papel importante como oxianio na familia S8 e o aspartato na familia S53.

3.2.1 Enzimas Tipo Tripsinas

Segundo o Merops, as enzimas Tipo Tripsinas estdo agrupadas no subcla PA(S),
familia S1, cuja enzima representativa é a quimotripsina A. Essa enzima é caracterizada
por ter uma estrutura terciaria constituida de dois dominios, onde cada dominio contém
um [ barril, e entre os quais situa-se o sitio ativo (Figura 3.3). Embora a quimotripsina
seja descrita como uma proteina “all — beta” (SCOP-familia b.47.1.2, [Fox et al. (2014)]),
had uma a-hélice que interage com ambos os dominios e presumidamente estabiliza a
sua interagdo. No barril N-terminal estdo os residuos HIS e ASP do sitio ativo e a SER
(nucleofilica) estd no barril C-terminal. Essa familia inclui enzimas como a quimotripsina,
tripsina, elastase, trombina, enzimas envolvidas na coagulacao sanguinea, streptrogrisin

A, dentre outras.

Figura 3.3: Estrutura tridimensional da Quimotripsina (ID PDB: 1ACB). Triade catali-
tica: ASP102 (amarelo), HIS57 (vermelho) e SER195 (azul).

Em relacao a especificidade para o substrato, as enzimas da familia S1 tém dife-
rencas marcantes. A tripsina é especifica para clivar ligagoes peptidicas contendo residuos

com cadeia lateral carregada positivamente, em condigoes fisioldgicas, tais como a argi-
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nina (ARG) e a lisina (LYS), do lado C-terminal. A tripsina é formada da clivagem do
tripsinogénio na porc¢ao N-terminal que permite o enovelamento para a configuragao ativa
[Huber and Bode (1978)]. A quimotripsina é especifica para ligagdes peptidicas contendo
residuos de aminodcidos com cadeias laterais hidrofébicas também no lado C-terminal,
como a fenilalanina (PHE), tirosina (TYR) e triptofano (TRP). A maioria das peptidases
do cla PA, do tipo tripsina, tem seletividade por cadeias laterais da Arg. No entanto,
muitos membros de origem viral ou bacteriana na familia sao especificos para a GLN. A
elastase tem especificidade para a ALA, GLU ou VAL.

As peptidades do cla PA, familia S1, s@o encontradas em plantas, protozoarios,
fungos, bactérias, animais e virus. Os inibidores naturais da familia S1 incluem inibidores
das familias ovomucoid (11), aprotinin (12) e Bowman-Birk (I112). As serpinas também

inibem algumas peptidases na familia S1.

3.2.2 Enzimas Tipo Subtilisinas

As enzimas tipo subtilisinas estao agrupadas no cla SB do Merops e sao represen-
tadas pela subtilisina Carlsberg (Bacillus licheniformis).

A subtilisina difere bastante da quimotripsina em termos de sequéncia e estrutura.
Enquanto a quimotripsina tem dois dominios, conforme ja mencionado, contendo folhas [,
a subtilisina tem somente um dominio contendo elementos « e 3, sendo classificada como
a/B no SCOP (familia ¢.41.1.1, [Fox et al. (2014)]). As tipo subtilisinas, na perspectiva
tridimensional, tém trés camadas com sete folhas [ sobrepostas entre duas camadas de
hélices, como pode ser observado na Figura 3.4.

As peptidases do cla SB estao presentes em plantas, protozoarios, fungos, bactérias,
virus e com poucos representantes no genoma animal.

Os inibidores proteicos da familia S8 incluem o Ovomucoide (OMTK3) da familia
I1, Streptomyces subtilisin inhibitor da familia 116, membros da familia 113 tais como
a eglina C e o inibidor da cevada CI-1A (I13.005), muitos dos quais também inibem a

quimotripsina. Na subtilisina propetidase (POA) hé autoinibicao.
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Figura 3.4: Estrutura tridimensional da subtilisina (ID PDB: 1GCI). Triade catalitica:
ASP32 (amarelo), HIS64 (vermelho) e SER221 (azul).

3.2.3 Mecanismo catalitico classico

A homologia entre os sitios das varias serino peptidases indica que possuem o
mesmo mecanismo catalitico. Por exemplo, a despeito das diferencas de ordem na sequén-
cia polipeptidica dos residuos da triade catalitica nos clas PA(S) e SB, sendo respectiva-
mente, His/Asp/Ser e Asp/His/Ser e de diferengas na estrutura primaria e tercidria (veja
Figuras 3.5 e 3.6), o mecanismo de agdo para as enzimas desses clas é o mesmo, indicando
a convergéncia evolutiva.

Com base em dados estruturais e quimicos obtidos em varios laboratérios foi for-
mulado o mecanismo catalitico mostrado em termos da quimotripsina na Figura 3.7.

A hidrolise de uma ligacao peptidica pela quimotripsina tem duas fases. Na fase
da acilagao, a formacdo de um intermediario covalente acil-enzima é acoplada a fase da
ligacdo peptidica: a enzima liga-se ao substrato formando um complexo e em seguida
ocorre o ataque da Ser reativa a carbonila da ligacdo peptidica do substrato para formar
o intermediario acil-enzima. A formacao desse intermedidrio é facilitada pela presenca
da His e do Asp da triade catalitica. A histidina serve para posicionar a cadeia lateral
da serina e para polarizar a sua hidroxila. Ao fazer isto, age como catalisador béasico
geral, como aceptor de fon de hidrogénio, porque a hidroxila polarizada da serina fica
pronta para desprotonacao. O aspartato ajuda a orientar a histidina e torna-la um melhor
aceptor de protons, por efeitos eletrostaticos e/ou ponte de hidrogénio. Outro aspecto
importante, na formacao desse intermediario tetraédrico, é a existéncia de um bolsao da

enzima denominado sitio do oxinion (ozyanion-binding site) constituido de dois grupos
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Figura 3.5: Alinhamento das sequéncias do tipo Tripsina (complexo 1PPF contendo en-
zima Human Leukocyte Elastase de Homo sapiens) e do tipo Subtilisina (complexo 1SBN
contendo enzima Subtilisin NOVO BPN). Score de identidade de 19,61% - ClustalO.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

IPPFIE ommmm o TVGGRRARPHAWPFMVS
1SBN:E AQSVPYGVSOIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASMVPSETNPFQD
1PPF:E LOLRGGHFCGATLTAPNFVMSAAHCVANVNVRAVRVVL GAHNLSRREPTRQVFAVORIFE
1SBN:E NNSHGTHVAGTVAA - - - - - - =< - oo oo oo LNNSIG- - - VLGVAPSASLYAVKVLGA
1PPF:E NGYDPVNLLNDIVILQLNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQCLAMGHGLLGRNRGIA
1SBN:E DESG- - - - - e QYSWIINGIEWATA
1PPF:E SVLQELNVTVVTSLC----------- RRSNVCTLV-RGR- - - <= === === - ==co o oo
1SBN:E NNMDVINMSL GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPGKYPSVIA
1PPF:E —o----- QAGVCFGDSGSPLVCNGLTHGTASFVRGGCASGLYP- - - - - - - - - - - DAFAPYV
1SBN:E VGAVDSSNORASFSSVGPELDVMAPGYSIQSTLPG- NKYGAYNGTSMASPHVAGAAALTL
1PPF:E AQFVNWIDSITQ- - - - =< -mwmmmmmm e e e

1SBN:E

SKHPNWTNTOVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVOAAAQ

Figura 3.6: Semelhanca topoldgica dos residuos da triade catalitica de enzimas tipo
Tripsina e tipo Subtilisina. Em (a), uma enzima do tipo Tripsina e sua triade (complexo
1PPF) e em (b) do tipo Subtilisina e sua triade (complexo 1SBN).

ASP-102

Fonte: Adaptado de [Gongalves-Almeida (2011)].

NH do backbone da cadeia polipeptidica associados com a Gly193 e Ser195. O oxigénio da
Ser195, ao perder seu proton para a His, ataca o carbono da carbonila, transformando-o
num intermedidrio tetraédrico ligado a um oxigénio carregado negativamente (o oxianio).
Na fase de desacilagao, regenera-se a enzima livre. Isso é essencialmente o reverso
da fase de acilagdo, com uma molécula de dgua como nucledfilo no lugar da Ser [Lehninger
et al. (2006)].
Na subtilisina do exemplo acima (Figura3.6, complexo 1SBN), a triade catalitica

é constituida por Asp32, His64, Ser221, nessa ordem e o sitio do oxidnion é constituido
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Figura 3.7: Mecanismo catalitico das serino peptidases.
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Fonte: Snellios at the English-language Wikipedia, 13/12/2006. Licenciado sob CC BY-SA 3.0,
via Wikimedia Commons. Disponivel em:
<https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5327342>. Acesso em Outubro 2015 .

pelo grupo NH da Ser221 do backbone e pela cadeia lateral do grupo amida de Asn155.

3.3 Inibidores de Serino Peptidases

As peptidases mesmo realizando fungoes essenciais & manutenc¢ao da vida, também
podem ser perigosas e por isso devem ser controladas. No caso das enzimas digestivas, por

exemplo, se essas nao fossem sintetizadas na forma de precursores inativos, elas poderiam

digerir os tecidos onde sao sintetizadas. A pancreatite aguda pode ser precipitada por
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trauma no pancreas e é caracterizada pela ativagdo prematura das enzimas digestivas
sintetizadas nessa glandula [Voet and Voet (2013)]. Entre os mecanismos de controle das
peptidases, dois prevalecem: a biossintese de precursores inativos chamados zimogénios e
a acao de inibidores proteicos na forma ativa das enzimas [Laskowski Jr and Kato (1980)].

Os zimogénios sao armazenados e ativados sob demanda, como por exemplo, o
tripsinogénio precursor da tripsina. A ativagao envolve proteélise de uma ou mais ligagoes
peptidicas da por¢ao N-terminal em direcao ao sitio catalitico da enzima. Essa forma
localizada da ativacdo garante que a enzima ativa nao seja formada antes de passar pelo
mesmo processo de ativagao proteolitica comum a biossintese de proteinas, que ocorre a
partir do N-terminal para o C-terminal.

Uma vez que as enzimas estao ativadas, outro mecanismo é necessario para con-
trole das mesmas. Os inibidores proteicos de peptidases cumprem esse papel formando
complexos completamente inativos (inibigao total) ou parcialmente ativos com suas enzi-
mas cognatas (inibi¢ao parcial). Esses inibidores apresentam estruturas distintas e podem
inibir suas enzimas alvo tanto por inibicao reversivel, que é o mecanismo mais comum
observado, quanto por inibigao irreversivel. Segundo [Krowarsch et al. (2003)], os inibi-
dores proteicos podem ser classificados em candnicos (mecanismo padrao), ndo-canonicos

e serpinas.

3.3.1 Inibidores canonicos

Nessa classe de inibidores de serino peptidases, divididos em varias familias de
pequenas proteinas (14 a 200 residuos de aminodcidos), nem todos os inibidores sao ho-
mologos, mas a grande maioria interage com suas enzimas cognatas seguindo um meca-
nismo padrao. As enzimas do tipo subtilisina e do tipo tripsina, por exemplo, as quais
nao compartilham uma estrutura tridimensional comum, hidrolisam seus substratos e sao
inibidas pelos seus inibidores pelo mesmo mecanismo [Laskowski Jr and Kato (1980)].

Os inibidores canonicos sao assim chamados porque se ligam as suas enzimas cog-
natas do mesmo modo do substrato, mas sao clivados de forma muito mais lenta. Apre-
sentam como caracteristica cinética marcante uma ligacao forte, ndo covalente, com o sitio
ativo da enzima a semelhanca do complexo na interacao enzima-substrato. O segmento do
inibidor responsavel pela inibigao, chamado de al¢a de ligacdo a peptidase (RCL-reative
centre loop), tem uma conformagao similar, canonica em todos os inibidores de estruturas
conhecidas [Bode and Huber (1992)].

O exato mecanismo por tras da inibi¢do canodnica em serino peptidases ainda nao

¢ todo conhecido [Radisky and Koshland (2002)]. Varios estudos mostram que eles se
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ligam de maneira semelhante aos substratos [Laskowski Jr and Kato (1980), Radisky and
Koshland (2002)]. Na verdade, eles tendem a se complexar de forma muito mais intensa
que substratos normais (constante de associagao da ordem de 10AM 1 contra 10~ M !
para alguns substratos, como -Lactoglobulina por tripsina [Olsen et al. (2000)], embora,
o passo seguinte (a taxa de hidrdlise) seja retardada por um fator entre 10% a 101°.

Postula-se que entre as razoes desse “estranho” comportamento estariam: (i) a
extrema rigidez dos complexos, de forma a prevenir por imobilidade ataques nucleéfilos
produtivos; (ii) a orienta¢do inadequada dos grupos reagentes, como os nucledfilos, as
bases gerais no lado enzima, o carbono da carbonila no lado inibidor, bem como os dtomos
que participam na estabiliza¢do no estado intermedidrio; (iii) o posicionamento do grupo
abandonador (HaN — Ry) no complexo acil-enzima favorecendo a reagao reversa.

Na literatura, encontra-se evidéncias cada vez maiores de que o postulado (ii) nao
procede para a maioria dos casos [Radisky and Koshland (2002)]. J4 o postulado (iii)
vem ganhando cada vez mais for¢a. Radisky & Koshland [Radisky and Koshland (2002)],
com base em dados experimentais e simulacionais envolvendo a inibicao da subtilisina
BPN com quimotripsina (CI2), encontraram uma vasta rede de pontes de hidrogénio no
complexo (algo nao evidente em substratos normais) que poderiam estabilizar o grupo
abandonador, literalmente “segurando-o” e evitando o seu afastamento do complexo, o
que favoreceria a reagao reversa de desacilagao. Logo, sobre o postulado (i), percebe-se que
nao estaria de todo incorreto: ha um nivel de interacao maior entre inibidores e enzimas
que substrato e enzimas, tornando seus complexos mais “préoximos” e justapostos, mas isso
nao implica necessariamente em maior “rigidez”. Ha espaco para uma certa dinamica, em
que o grupo abandonador é até formado, mas ele tem dificuldade de escapar do complexo
em funcao das interagoes. E como nao escapa, favorece a reagao reversa, mantendo o
inibidor em complexo com a enzima.

As familias de inibidores canonicos de serino peptidases com estruturas resolvidas
tém representantes de origem animal, vegetal e em micro-organismos, como pode ser visto
na Tabela 3.1.

3.3.2 Inibidores nao canonicos

Os inibidores nao canoénicos por meio do segmento N-terminal se ligam ao sitio
ativo da peptidase formando um pequena folha [ paralela, exibindo estrita especificidade
para uma determinada peptidase. Essa ligacao do inibidor com a enzima assemelha-se
ao complexo enzima-substrato, como é observado para os inibidores canonicos. Inibido-

res nao canonicos também mantém interagdes secundarias com a peptidase fora do sitio
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Tabela 3.1: Familias de inibidores de serino peptidases com estrutura cristalina resolvida.
Inibidores de origem “animal, “vegetal e de ™microorganismos.

Familia |PDB ID representativo (A)
Livre Complexo

BPTI Kunitz® | 1BPTI 2PTC
STI Kunitz’ | 1AVU 1AVW
BBIY 1PI2 1TAW
Potato 1Y IMIT 1ACB
Potato IIY 1TIH 4SGB
Squash® 2CTI 1PPE
Kazal¥ 20VO 1PPF
SSI™ 2SSI 1SIC
Antistasina® | 1SKZ 1HIA
Chelonianina® | 2REL 1FLE
Ascaris® 1ATA 1EAI
Ecotina™ 1ECY 1EZS

ativo. Com isso uma maior area fica enterrada e contribui significantemente para a forca,
velocidade e especificidade do reconhecimento molecular, aumentando a seletividade da
inibi¢do [Farady et al. (2008)].

O exemplo cléassico desse tipo de inibidor é a hirudina (antitrombina) que inibe
a trombina. A hirudina é purificada da saliva da sanguessuga Hirudo medicinallis e
pode ser usada na fabricacdo de farmacos capazes de dissolver codgulos sanguineos ou
como template para a criagdo de inibidores sintéticos usados na profilaxia e tratamento
de trombose e distirbios correlatos. A familia das hirudinas é composta por inibidores
homologos de cerca de 7TkDa com uma cadeia polipeptidica estabilizada por trés pontes

dissulfeto altamente conservadas (Figura 3.8).

Figura 3.8: Estrutura tridimensional da hirudina extraida da saliva do Hirudo medicinalis
(PDB 2HIR). Pontes dissulfeto representadas em verde.

Inibidores do tipo Kazal e inibidores tipo canonicos também apresentam interacoes

secundarias como os nao candnicos, mas com uma conformagao distorcida do loop de li-



3.3. Inibidores de Serino Peptidases 46

gacao. Os inibidores nao canonicos sao menos abundantes que os candnicos e as serpinas,
ocorrendo predominantemente em organismos sugadores de sangue, como o sanguessuga.
Inibem peptidases envolvidas na cascata de coagulacdo como a trombina ou fator Xa,
além de estarem envolvidos na regulagdo de mecanismos como apoptose, sinalizagao in-
tracelular, embriogénese, angiogénese, neurogénese e em eventos relacionados a resposta
imune [Woods et al. (2008)]. Até o momento, poucos inibidores nao candnicos foram

caracterizados em termos de estrutura e cinética da interacdo com as proteinas alvo.

3.3.3 Serpinas

As Serpinas (SERrine Protease INhibitors) sao glicoproteinas que constituem uma
superfamilia de inibidores de serino peptidases com estruturas muito semelhantes. Tém
relevancia associada a varias doencas humanas. Deficiéncias na capacidade inibitéria da
a-l-antitripsina, originarias de alteracoes na estrutura protéica causadas por mutacoes
em seu gene, podem comprometer a sua agao sobre a elastase neutrofilica que tem a
capacidade de hidrolisar as fibras de elastina no pulmao, refletindo-se no pulmao sob a
forma de enfisema [Abboud et al. (2005)].

Sao proteinas cuja estrutura terciaria é caracterizada por um ntmero variado de
folhas /3, oito ou nove a-hélices, e um loop central reativo (RCL) composto de aproxima-
damente 20 residuos préximos a regiao C-terminal (Figura 3.9). Na regiao RCL estd o

centro de clivagem entre P1 e P1".

Figura 3.9: Estrutura tridimensional da Serpina «;-antitripsina humana ( PDB 1PSI). Os
inibidores do tipo Serpina sao formado por folhas 8 (em magenta), oito ou nove a-hélices
(cyan) e um loop na porgao superior que é a RCL (vermelho).

Além de inibir irreversivelmente serino peptidases como quimotripsina, tripsina,
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trombina, elastase, fatores da coagulagao sanguinea, as Serpinas inibem também algumas

cisteino-peptidases [Rawlings et al. (2004)].
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Capitulo 4

Hidrofobicidade e formacao de

complexos proteina-proteina

Este capitulo pretende aprofundar o conceito de hidrofobicidade e a sua relacao

com a formacgao de complexos proteina-proteina.

4.1 Hidrofobicidade

O efeito hidrofébico - tendéncia da porgao apolar do soluto se segregar da parte po-
lar em solugoes polares como a agua, formando aglomerados - é um fendmeno importante
nas interagoes proteina-proteina. Para mapear o padrao de hidrofobicidade/hidrofilicidade
das superficies de proteinas, escalas da hidropatia dos aminoacidos sao frequentemente
usadas, por exemplo, escalas de Miyazawa, Eisenberg e Kyte-Doolittle [Campbell (2007)].
Essas escalas classificam os aminoacidos com base na energia livre de transferéncia e em
muitos métodos essas escalas sao melhoradas incluindo parametros de solvatagao da area
exposta ao solvente [Eisenberg and McLachlan (1986)] ou a partir do niimero de contatos
por residuo [Colonna-Cesari and Sander (1990)]. No entanto, porque essas escalas diferem
entre si, para uma mesma proteina ou complexo proteico valores diferentes costumam ser
obtidos na quantificacdo do efeito hidrofébico. Além disso, para se determinar eficiente-
mente a hidrofobicidade é importante considerar a dependéncia do contexto, ou seja, do
ambiente local onde a molécula estd inserida [Jamadagni et al. (2011)].

Estudos mais recentes tém mostrado que o efeito hidrofébico depende do tamanho
da particula e do comportamento do solvente. Essa caracterizagao da hidrofobicidade com
base em flutuagoes de densidade naturalmente considera como a agua responde a quimica
local e ao contexto topografico das moléculas protéicas [Chandler (2005)].

Numa rapida revisao da termodindmica envolvida nesses fendémenos, pode-se dizer
que ela essencialmente nos permite dizer quando um processo podera ocorrer espontane-

amente num sistema em busca de equilibrio. Um dos parametros que é convenientemente
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usado para quantificar tal “espontaneidade” é a variagao de energia livre (AG): fenome-
nos espontaneos oferecem uma variacao de energia livre negativa. No contexto de uma
molécula em solvatagdo, AG estara relacionado ao trabalho (teoricamente reversivel) ne-
cessario para a agua se reorganizar para assimilar o soluto (no nosso caso, hidrofébico)
no sistema.

A variagdo de energia livre, tal qual definida por Willard Gibbs (1839-1903) em
um classico trabalho de 1873 [Gibbs (1873)], tem dois principais componentes: AG =
AH —TAS, onde AH e AS sao a variacao de entalpia e variacdo de entropia que ocor-
reram durante a solvatacao. A parte entalpica pode ser vista como uma medida do
potencial médio de interacao entre moléculas; a parte entréopica, como uma inferéncia
da “ordem” aferida pelo grau de correlagoes intermoleculares. Do ponto de vista de um
sistema solvente - soluto hidrofébico, a entalpia vai estar relacionada com as interacoes,
principalmente a quebra ou formacao de pontes de hidrogénio, enquanto que a entropia
com os desvios da aleatoriedade, em termos de organizagdo espacial e padroes dessas

pontes de hidrogénio induzidos pela presenga do soluto hidrofébico [Chandler (2005)].

4.1.1 Influéncia do tamanho das particulas hidrofébicas

E comum para quem faz macarrao, adicionar um pouco de 6leo vegetal na dgua
em aquecimento. Como o dleo vegetal é formado por acidos graxos com longas cadeias
carbonadas hidrofébicas, ha inducao de fases macroscopicamente bem distintas entre 6leo
e agua. No inicio, o 6leo tende a formar numerosas gotas de diferentes tamanhos, mas
com o tempo, vao se coalescendo em poucas gotas maiores. Por que isso acontece?

[Chandler (2005)] analisaram a influéncia do tamanho de particulas esféricas (si-
mulando um soluto hidrofébico) em diluigdo num solvente aquoso. Perceberam que o com-
portamento termodinamico é dependente do tamanho do soluto. Para solutos pequenos,
como o metano (0.35 nm de raio), embora as adguas de solvatacio sejam entropicamente
afetadas por interferéncias em sua liberdade de compor pontes de hidrogénio, o nimero
médio dessas pontes nao é muito afetado em relagdo ao solvente distante (em inglés, bulk).
Isso cria correlagoes, fazendo com que as aguas de solvatagao tenham um comportamento
diferente das aguas do bulk, e permanegam mais préximas da particula hidrofébica, numa
densidade maior.

Se aumentarmos o raio dessa particula hidrofébica, algo curioso acontece: perto de
1.0 nm, as correlagoes desaparecem, e acima disso, invertem-se, conforme mostrado em
[Chandler (2005)]. Uma correlagdo menor que um, indica que a densidade das dguas de

solvatacao em torno do grande soluto hidrofébico ficou menor que do bulk. Diz-se entéao,
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quando a particula hidrofébica tem raio menor que 1.0 nm, que ela é “molhada” (do inglés
wet), a0 passo que se é maior que um, a particula torna-se “seca” (dry).

Dados experimentais e simulacionais indicam que o fendmeno por tras dessa tran-
sicao de molhado para seco estaria na incapacidade das aguas de solvatagao manterem
um numero de pontes de hidrogénio similares a do bulk. Quando o soluto é maior, essas
aguas tenderao a formar um niimero menor de pontes, podendo até nao formar nenhuma.
Nessa condicao, elas teriam um comportamento proximo do estado de vapor. Isso levaria
a criacdo de uma interface de duas fases (microscopicas) anédlogas ao vapor-liquido. E
mais: até que se alcance o equilibrio, parte dessas aguas “desconexas” tenderiam a ser
capturadas pela consistente rede de pontes de hidrogénio das aguas na fase liquida, fa-
zendo com que as primeiras camadas de solvatacao em torno do grande soluto tornem-se
mais “secas”. Como houve quebra e formacao de pontes de hidrogénio, a partir de agora
a variagao de entalpia passa a ser um componente importante no AG [Chandler (2005)].

Chandler e coautores também demonstram que, quando a esfera hidrofébica é
pequena, o AG de solvatacao escala-se em funcao de R?, j4 que a dindmica rede de pontes
de hidrogénio esta cercando um volume excluido pelo soluto. Mas, tao logo essa rede se
desfaca, na medida que o raio da particula hidrofébica cresce além de 1.0 nm, a criacao de
uma interface andloga ao vapor-liquido faz com o AG de solvatagio escale-se melhor com
R?, j4 que a interface é definida pela drea. para formar aglomerados maiores de particulas,
induzem mudancas na maneira como a energia livre ird crescer. Se elas ficassem separadas,
G cresceria com R3; mas, se juntam e formam agregados cujo raio é maior que 1.0nm,
passam a crescer com R?. O resultado disso é um AG < 0. Se é menor que zero, é
espontaneo, o que implica que particulas hidrofébicas pequenas buscarao naturalmente
o equilibrio em particulas maiores. Pode-se agora entender melhor o comportamento do

6leo em nosso macarrao.

4.1.2 Flutuacoes da densidade do solvente

O mesmo Chandler em outro trabalho [Willard and Chandler (2008)] mostrou que
flutuagoes na densidade das primeiras camadas de solvatacao também sao importantes
para o processo do colapso hidrofébico de duas particulas, especialmente aquelas em
escalas nanométricas. Para isso, foi usado um modelo de simulacao das particulas de
Inm de raio, em agua, usando uma série de aproximacoes (coarse-graining model), num
reticulado cibico (cubic lattice).

Nessa simulagdo, como foi discorrido, percebe-se a formacao de uma interface

vapor-liquido para as primeiras dguas de solvatacao, conforme visto na figura 4.1, pelas
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cores mais claras. Apds um certo periodo difusivo, nota-se inesperadamente a formagao
de um tinel ou canal de vapor, representando moléculas de 4gua com baixa (ou nenhuma)
interacdo com outras moléculas de agua. Esse tunel leva a um desbalangamento de forgas
sobre as particulas, com os lados opostos ao tiunel com mais moléculas de dgua que os
lados que participam do canal. Cria-se, assim, um diferencial de pressdo em favor da

agregacao das duas particulas.

Figura 4.1: Trajetoria reativa em varios pontos ao longo do tempo. Cada figura (A, B,
C, D) esté rotulada na trajetéria plotada no espago unidimensional de 2, indicando a
distancia entre as particulas.

Fonte: Figura utilizada com permissdo de [Willard and Chandler (2008)]. Copyright {2008}
American Chemical Society.

A Figura 4.1 mostra uma série de figuras de uma trajetéria reativa dos dois solutos
do modelo. Essa trajetéria é vista como uma funcao relacionada a separagao dos solutos,
ou seja, a distancia entre eles é dada por 1 = |7} — 73|, onde 7 é a posi¢ao do soluto 1 e 7%
é a posicao do soluto 2. Para esse tipo de trajetéria sao observados trés comportamentos.
Para os maiores valores de 15 (acima de 2.8), as particulas apresentam um movimento
difuso independente. As particulas estdo agregadas formando um dimero estavel quando
os valores de 715 sdo menores. Para os valores intermediarios de 715, as nanoparticulas
sofrem agregacao que se manifestam nas trajetérias com uma rapida diminuicao de 15 ao
longo do tempo, como pode ser visto no grafico apresentado no topo da Figura 4.1. Apds
200ps, ha uma transicdo de afastamento e aproximacao dos solutos (Figura 4.1-A; B, C)
culminando na jungao dos mesmos (Figura 4.1-D). A partir de D é observével a formagao
do tunel, ampliado em C. As variacoes na densidade da agua sdo observadas pelas cores:
quanto mais azul, maior concentracao de moléculas de agua, Em C e D, é observado a

maior formacao da interface liquido-vapor em volta dos solutos. Na agregacao, é obser-
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vavel que os solutos estdo mais “secos”, conforme foi também observado por [Chandler
(2005)] para um tnico soluto com superficie maior e esbogado acima.

Até agora, viu-se estudos tedricos e simulacionais envolvendo sistemas soluto-
solvente simples, com modelos de particulas hidrofébicas esféricas. Muito mais dificil
tem sido compreender sistemas mais complexos, como os inerentes a agregacao proteina-
proteina. Nas interfaces de interacao entre duas proteinas, nao se tem superficies de
hidrofobicidade e curvaturas homogéneas. Elas sdo intercaladas por regides hidrofilicas
em meio a superficies rugosas. Essa intercalagdo hidrofébica-hidrofilica numa area irre-
gular pode ter severos efeitos sobre o comportamento das aguas de solvatacao, tornando
dificil previsoes sobre a condi¢ao seca ou molhada das interfaces.

Mesmo assim, alguns progressos estdo acontecendo. Por exemplo, [Patel et al.
(2012)] usaram simulagao de dindmica molecular, com técnicas de amostragem especiali-
zadas, para mostrar que as flutuagoes na densidade da dgua comportam-se similarmente
aos modelos idealizados quando préximas a superficies de biomoléculas complexas, de
modo que estas ficam na fronteira de transicdo de um estado de desumidificagao e é sen-
sivel a pequenas pertubagoes. Essa sensibilidade fornece as biomoléculas a capacidade
de sintonizar suas interacoes e fungoes pela manipulagao do contexto, por exemplo, ao
confinar a agua entre elas ou com mudangas na conformacao da superficie, da topologia

e da quimica.
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Capitulo 5

Agrupamento espectral em grafos

5.1 Notacao matematica

Para este capitulo, usaremos as seguintes notacgoes especiais:

o Matrizes serao identificadas por letra maitscula em negrito, tipo A.
o Vetores serao identificados por letra mintiscula em negrito, tipo v.

» O restante segue sem negrito.

5.2 Apresentacao

Um dos objetivos da Biologia de Sistemas é a analise em larga escala de redes
de moléculas, incluindo expressoes de genes e interagoes de proteina, para revelar as
relagoes entre as estruturas da rede e suas funcgoes biologicas. As redes de interagao
proteina-proteina (PPI - protein-protein interaction) podem ser transformadas em um
grafo, onde geralmente um né é uma molécula e uma aresta é a interagao. No entanto,
se a granularidade da andlise é menor, esses nés (vértices) podem ser representados pelos
atomos das proteinas e as arestas representarem algum tipo de relagdo entre eles. De
acordo com Verli et al. (2014),

“o emprego da teoria de grafos e suas aplicagoes tém apresentado um cresci-
mento explosivo devido a sua multidisciplinaridade e ao seu conceito de modelo
que permite estudar um objeto especifico sem negligenciar o meio em que este

objeto se encontra”.

Um modo comum de analisar uma rede consiste em particiona-la em sub-redes

responsaveis por fungoes biolégicas especificas. Uma vez que estas podem ser realizadas
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por determinados grupos de proteinas, dividir a rede em partes naturalmente agrupadas
(grupos ou comunidades - clusters or communities) é um modo essencial para investigar
algumas relagoes entre a funcdo e a topologia das redes ou para revelar conhecimento
implicito (escondido) por tras deles. Dessa forma, o uso de métodos de agrupamento sao
importantes nesse contexto, como métodos aglomerativos que empregam uma variedade
de medidas de similaridade entre os nés para particionar uma rede PPI e métodos como
o agrupamento espectral em grafos.

No nosso caso em especial, no objetivo de tentar encontrar correspondéncias entre
atomos hidrofébicos do inibidor e das peptidases, modelou-se o desafio através de um grafo
simbolizando as redes de interagoes intercadeia em nivel atomico. De posse do grafo, o
objetivo seguinte foi minerar ou identificar os agrupamentos mais densos, e reforcar ou
refutar a hipotese de que ha casamentos hidrofébicos consistentes em complexos inibidor
- serino peptidases.

Como o agrupamento espectral foi o método utilizado para caracterizacao das
regioes hidrofébicas, neste capitulo sdo apresentados uma visao geral sobre o agrupamento
espectral e conceitos correlatos, como grafos e agrupamento em grafos. Uma revisao
de algoritmos de agrupamento em grafos pode ser encontrada em [Aggarwal and Wang
(2010)] e [Schaeffer (2007)]. Uma visdo mais aprofundada sobre teoria espectral em [Chung
(1997), Von Luxburg (2007)].

5.3 Grafos: conceitos basicos

Um grafo G é definido pela funcao G = (V, E), onde V im conjunto finito e nao
vazio cujos elementos sao denominados nos ou vértices e £ é um conjunto de conectores

ou arestas que ligam os elementos de V.
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Figura 5.1: Exemplos de grafos. Em (a), o grafo pode ser representado por V =
{a,b,c,d,e} e E = {ab,ac,be,cd,de} (ou E = {ba,ca,eb,dec,ed}, visto que o grafo
¢ nao dirigido. A cardinalidade deste grafo ou nimero de vértices é dada por n =
V| = 5 e o ntimero de arestas por m = |V(G)| = 5. Em (b), V = {a,b,¢,d, e} e
E = {aa,ab,be,ca,cd,dc,de}, n =5 e m = 7. Neste grafo dirigido, também é exemplifi-
cada a ocorréncia de lago, representado pela aresta aa.

(@) (b)

Na Figura 5.1 sao mostrados dois grafos, dois quais um grafo é nao dirigido (a) e o
outro é dirigido (b). Em um grafo nao dirigido, cada aresta é um par nao ordenado {a, b}.
Em um grafo dirigido (também chamado de digrafo), as arestas sdo pares ordenados, ou
seja, cada aresta é orientada para alguma direcdo (¢ — b). Em (a) o grafo pode ser
representado por V = {a,b,¢,d,e} e E = {ab, ac, be, cd,de}, onde uma aresta de E deve
apresentar suas extremidades ligadas a vértices que pertengam ao conjunto V. Um grafo
também pode ser definido como um grafo ponderado quando as arestas apresentam valores
numeéricos. Algumas defini¢oes relacionados a grafo nao dirigido, sem lacos e sem arestas
multiplas sao apresentadas abaixo, pois, neste trabalho foi utilizado apenas este tipo de
grafo e também sao defini¢coes usadas no agrupamento espectral. A principal referéncia

bibliogréafica utilizada para essas defini¢oes ¢ Von Luxburg (2007).

Defini¢ao 1 (Fungao de pesos) Seja G = (V, E), um grafo ponderado nao dirigido, u e
v vértices pertencentes a V' e uv uma aresta de E. A fungdo de pesos € definida por w(u,v),

tal que w : E — R, com as sequintes propriedades: w(u,v) >0 e w(u,v) = w(v,u).

Defini¢ao 2 (Matriz de adjacéncia) A matriz de adjacéncia W de um grafo G =

(V, E) de ordem n é uma matriz simétrica, quadrada nxn, onde:

’LU(’L,]), Se{iaj} €E
Wi; =
! 0, caso contrario.

Se w(i,j) =0, entao os vértices v; e v; ndo estao conectados.

Definicao 3 (Grau do vértice) O somatdrio dos pesos das arestas incidentes em um

determinado vértice v; € E € o grau desse vértice e é definido por:

j=1
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Definicao 4 (Matriz de graus) A matriz de graus D de um grafo G = (V, E) ¢é defi-

nida como a matriz diagonal com o0s graus dy, ..., dy:

dij:{di, set =]

0, caso contrario.

dy, ... 0
0, do 0
0 d,

Defini¢do 5 (Tamanho de um subconjunto de vértices) Seja A um subconjunto de
V (ACV)do grafo G = (V,E). O tamanho de A pode ser dado pelo nimero de vértices
de A (|A]) ou pelo volume de A:

vol(A) = Z d; (5.2)
icA
O vol(A) mede o tamanho de A pela soma dos pesos de todas as arestas conectadas pelos

vértices em A.

Defini¢ao 6 (Grafo bipartido) um grafo bipartido é um grafo G = (V, E) cujo con-
junto de vértices V' pode ser separado em dois conjuntos disjuntos U e V tal que toda

aresta de E liga somente vértices de U com vértices de V.

5.4 Grafos: particionamento

O particionamento de nds de grafos consiste em dividi-lo em k grupos. Dado
um grafo nao dirigido G = (V, E), com V = vj,v9,...,v, ¢ E = e1,e9,...,€,, 0 k —
particionamento consistem em dividir o conjunto de vértices em k£ subconjuntos disjuntos
Vi,Vo,...,V,,onde V,UVLU, ..., UV, e ViNnVon,...,NV, = 0.

Em [Von Luxburg (2007)], o problema do particionamento de grafos é apresentado
da seguinte forma: deseja-se encontrar uma particaio do grafo tal que as arestas entre
grupos diferentes tenham pesos muito baixos (o que significa que os pontos (vértices)
em diferentes grupos sao dissimilares entre si), e as arestas dentro de um mesmo grupo,
tenham pesos muito altos (o que significa que os vértices dentro do mesmo grupo sao
semelhantes entre si). O problema do particionamento pode ser abordado por critérios de
cortes (cuts), que tém como objetivo eliminar arestas de um grafo de forma a produzir ou

descobrir subgrupos densamente conexos (k subcomponentes conexas).
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5.4.1 Corte de grafos (Cuts)

Um modo simples de se construir uma particao de um grafo é solucionar o problema
do corte minimo (minicut, em inglés) [Flake et al. (2004)]. Para uma matriz de adjacéncias
W, e dois conjuntos A, A C V, onde A é o complemento de A, a soma dos elementos de
W ¢é dada por:

WA A) = > wy (5.3)
i€A,jEA
Para um dado nimero k£ de subconjuntos, a abordagem minicut consiste em escolher a

particdo Ay, ..., Ax que minimiza

cut(Ay, ..., Ay) = W(A,A) (5.4)

1k:
=1

2]

Em particular, quando k& = 2, o minicut é um problema facil de resolver, mas
na pratica muitas vezes ele nao leva a partigdes satisfatérias. O problema é que, em
muitos casos, a solu¢ao do minicut simplesmente separa um vértice individual dos demais
vértices do grafo. Isso nao é o desejavel, pois bons clusteres devem agrupar grandes grupos
de vértices. Para obter grupos com essas caracteristicas, duas fungoes sdo comumente
utilizadas: corte normalizado pelos vértices - RatioCut ou RCut [Hagen and Kahng
(1992)] e o corte normalizado pelas arestas - NCut [Shi and Malik (2000)]. No RCut, o
cut(A, A) é normalizado pelo ntimero de seus vértices (| A]), enquanto no NCut o tamanho

é normalizado pelo somatdério dos pesos de suas arestas (vol(A)):

cut A“Zl
=1 ?
Focut(A;, Ay)
N Ay, AR = S
Cut(Ar, -, Ay) ; vol(A;)

Para cuts normalizados ou balanceados acima, infelizmente o problema de encon-
trar o corte minimo é provado ser NP-dificil (NP-Hard)[Von Luxburg (2007)] em razao
da sua natureza combinatéria. Para encontrar a solugao 6tima, no caso de clustering em
2 grupos, teria que se gerar todas as 2" possibilidades de parti¢ao (cada vértice v; poderia
pertencer a A ou A), e entdo escolher qual teria o Reut ou Ncut minimo. E f4cil perceber
que isso pode ser generalizado para k™ no caso de clustering em k grupos. Em razao disso,
algoritmos espectrais (se¢do 5.5.2) foram desenvolvidos como uma heuristica vidvel para
resolver esse problema, desde que se relaxem algumas restrigdes [Von Luxburg (2007)].
Como uma heuristica, ndo se espera a solugdo étima, mas uma solugao boa ou proxima
de 6tima.

E possivel demonstrar que minimizar o RCut passa por uma modelagem com

agrupamento espectral nao-normalizado e minimizar o NCut passa pela modelagem com
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agrupamento espectral normalizado. Veremos a parte do NCut em mais detalhes daqui a
pouco, porque foi a preferida em detrimento do RCut. Por qué? Porque se pode perceber
que RCut normaliza com respeito ao niimero de vértices em cada cluster, independente-
mente se os clusteres formam um agrupamento denso em arestas ou ndao. Ja o NCut leva
isso em consideracao, ao normalizar por Vol(A;), que por defini¢do, constitui o somatério
dos pesos das arestas que tem A; em uma de suas pontas. Logo, minimizar o Ncut tende
a produzir agrupamentos semanticamente mais adequados a uma boa parte de proble-
mas do que quando se usa RCut, inclusive o nosso problema de encontrar agrupamentos

densos hidrofobicos nas interfaces enzima-inibidor.

5.5 Agrupamento Espectral de Grafos

A teoria espectral de grafos é aplicada a dados que estao representados em forma
de grafos. Por ser abrangente é usada em varias dreas. Serdo apresentados nesta se¢ao
somente 0s conceitos e técnicas necessarios a realizacao desse trabalho. As principais
ferramentas para o agrupamento espectral sao as matrizes Laplacianas do grafo: matriz
Laplaciana nao normalizada e matriz Laplaciana normalizada.

Por que uma matriz tipo Laplaciana e ndo uma de adjacéncia comum? Porque,
como sera visto, ela encerra propriedades intrigantes, muito uteis para o spectral clustering.
Seu nome advem do fato de representar um caso discreto dos operadores de Laplace-
Beltrami, usados em espacos continuos na geometria diferencial [Skillicorn (2007)].

Para entender essas propriedades, vamos necessitar de um conceito fundamental

da éalgebra linear.

Definicao 7 (Autovetores e Autovalores) Dada uma matriz quadrada simétrica A,

de tamanho n, um par (escalar,vetor) dado por (v, ), tem-se que:
Av = \v (5.5)

Os wvetores v e respectivos escalares \ que satisfazem a equagdo acima sao cha-
mados de eigenvectors e eigenvalues, ou autovetores e autovalores, respectivamente. Se
agruparmos os autovetores numa matriz V e os autovalores numa matriz diagonal A, a
relacao abaizo também € vdlida:

AV =VA (5.6)

A palavra “espectral” no contexto matematico parece ter origem histérica nos

trabalhos de Hilbert [Harrell (2015)], como uma analogia (talvez fraca) das decomposigoes
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espectrais da luz. No ambito da algebra linear, os “espectros” de uma matriz estao
associados ao conjunto de seus autovalores.

Podemos falar também na decomposicao espectral de uma matriz:

Defini¢ao 8 (Decomposicao Espectral) Dada uma matriz quadrada simétrica A, de

tamanho n, sua decomposicio espectral pode ser dada por:
A=VAV (5.7)

onde V ¢ uma matriz de autovetores e A uma matriz diagonal de autovalores. FEssa

decomposicao pode ser deduzida a partir da pés-multiplicacio por V=1 em ambos os lados

de (5.6).

Para as defini¢goes que serao apresentadas abaixo, considere o grafo G nao dirigido,
a matriz de adjacéncias W ponderada e simétrica, onde w;; = wj; > 0, a matriz de graus
D [Von Luxburg (2007)]:

Definicao 9 (Matriz Laplaciana ndo normalizada do grafo)
L=D-W (5.8)
Na literatura sao duas matrizes, relacionadas uma com a outra, chamadas lapla-
cianas normalizadas do grafo. A primeira é uma matriz simétrica (Equagao (5.9)) e a
segunda (Equagao (5.10)) esta diretamente relacionada com o random walk. Este, em um
grafo, consiste de um processo estocastico onde se passa aleatoriamente de um vértice

para outro.

Defini¢dao 10 (Matrizes Laplacianas normalizadas do grafo)
Leym = D7V/2LD"Y2 =1 - D~ '/?WD~1/2 (5.9)
Liw=D'L=1-DY?2W (5.10)

Onde 1 é a matriz identidade.

5.5.1 Propriedades das matrizes Laplacianas

Aqui sao apresentadas as principais proposi¢oes que resumem o0s aspectos mais
importantes para no agrupamento espectral.

Mas, antes, vamos precisar ainda desta definicao:

Definicao 11 (Matrizes Positivas Semidefinidas) Uma matriz simétrica quadradan
xn real A é considerada positiva semidefinida se existe um vetor v também real tal que
viAv > 0.
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5.5.1.1 Matriz Laplaciana nao Normalizada

Proposicao 1 (Propriedades de L) A matriz L satisfaz as sequintes propriedades in-

trigantes:

1. Para todo vetor £ € R™ temos:

; > wy(fi = £;)

3,7=1

f'Lf =

2. L € simétrica e positiva semidefinida;

3. O menor autovalor de L €0, e o autovetor correspondente é um vetor constante indi-

cador 14 = [a, a, ..., a]",onde a é uma constante real qualquer, e A é um subconjunto

de G;

4. L possui n autovalores reais e nao negativos 0 = Ay < Ay < ... < \,.

A demonstragao da propriedade 1 pode ser encontrada em [Von Luxburg (2007)].
Para a propriedade 2, vemos que L sera simétrica porque D e W sao simétricas por
defini¢do; e serd positiva semidefinida (ndo negativa) dado que f*Lf > 0, na condigdo de
que w;; sdo pesos nao-negativos e (f; — fj)2 sera sempre zero ou positivo.

A propriedade 3 é interessantissima. Se A\ = 0, entao pela definicao de autovetor-
autovalor Lv = 0. Como as linhas de L somam zero, temos que basta um vetor v
constante para zerar Lv.

A propriedade 4 vem do fato que, como L é positiva semidefinida, ela s6 admite
autovalores nao negativos. Para perceber isso, pela definicao de autovetores-autovalores,
temos que Lv = \v. Pré-multiplicando por v! ambos os lados, temos viLv = vi\v =
viv = ||v]|?A. Logo, se viLv > 0, entao ||[v||?X > 0, o que faz com que A > 0.

Temos, entdao, como anunciar o importante resultado abaixo:

Proposicao 2 (Ntimero de componentes conexas e espectro de L) Seja G um grafo
nao direcionado com pesos (w;;) nao negativos, a multiplicidade k do autovalor 0 € igual
ao numero de componentes conexos Ay, ..., A, do grafo G. E os autovetores associados a
cada autovalor zerado serao também vetores indicadores 14,,...,14, de cada componente

conexo.

Em outras palavras, o nimero de autovalores iguais a zero conta a quantidade de
elementos conexos descritos por L. E mais, os valores constantes presentes nos respectivos
autovetores sao indicativos de quais nés estao associados a cada subgrafo. Isso é uma

consequéncia direta da propriedade 3, dado que, se ha subgrafos desconexos dentro do
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grafo maior, eles estardo presentes na matriz de adjacéncia (e na matriz Laplaciana) como
submatrizes também desconexas.

A prova dessa proposigdo passa por perceber que, para o caso mais simples k = 1,
o grafo contem apenas um componente conexo (ou seja, o grafo todo é conexo), e terd
um autovalor zero. Logo, vILv = ||v||?A = 0, dado que A = 0. Se fazemos f = v, pela
propriedade 1, temos que:

0= FLE= 2 3 wy(fi — f))? (5.11)
ig\Ji j .
ij=1

Como os pesos (w;;) sdo nao-negativos, se dois vértices v; e v; estdo conectados,
entdo a unica forma de zerar a equacao acima (5.11) é ter f; = f;. Logo, f terd que ser
constante para todos os vértices que formam o elemento conexo. A extensdo para k > 1
segue facilmente. Basta perceber que se pode agrupar os vértices de cada componente
conexo na matriz L de modo a formar uma submatriz Laplaciana prépria.

Notem a profundidade desse resultado: simplesmente contando os autovalores ze-
rados e olhando para seus respectivos autovetores, ja temos condi¢oes de ter uma primeira
partigdo (ainda que trivial) em termos de seus subgrafos desconexos.

E as Laplacianas normalizadas sao mais interessantes ainda. Uma delas, a chamada

Laplacian Random Walking - L,,,, tem uma propriedade fundamental para esta tese.
5.5.1.2 Matriz Laplaciana Normalizada

Proposiciao 3 (Propriedades de Ly, e L,,) As laplacianas normalizadas satisfazem

as sequintes propriedades:
1. Para todo vetor f € R™ temos:
e (s Y
oty S g )
ij=1
2. X € um autovalor de L,,, com autovetor u, se e somente se, X\ € um autovalor de

Lsym como autovetor w = DY?y

3. A € um autovalor de L,, com autovetor u, se e somente se, A é u solucionam o

problema geral para autovalores e autovetores Lu = ADu;

4. O € um autovalor de L,, quando o autovetor correspondente é um constante indi-
cador 14 = [a, a, ..., a]",onde a uma constante real qualquer, e A um subconjunto de

G. 0 é um autovalor de Ly, com autovetor DY/*1 ;
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5. Lgym € Ly, sao matrizes semi-definidas positivas e tém n autovalores reais e ndo
negativos 0 = A < Ay < ... < A\,

As demonstracoes para Lyg;,, e L,,, sao semelhantes as de L, e detalhes podem ser
vistas em [Von Luxburg (2007)]. Mas, cabe destacar que os resultados relativos ao au-
tovalores zeros continuam validos para ambas, mas os respectivos autovetores indicativos
como constantes aplicam-se somente para L,.,,.

O resultado maior, que muito nos interessa, vem agora. Para uma biparticao k = 2,
¢ possivel escolher o vetor f com dois valores constantes algebricamente estratégicos (um
associado a A outro a A) tal que, a igualdade f'Lf = 2v0l(V)Ncut(A, A) torna-se valida.

Logo, minimizar NCut agora nos leva a minimizar f'Lf, sob certas condicoes de
contorno. Mas, f é um vetor discreto de dois valores, e isso ainda nos aprisiona num
problema NP-Hard. Se relaxarmos essa condi¢ao binaria em favor de um vetor continuo
f € R", podemos fazer uso do curioso Teorema de Rayleigh-Ritz [Von Luxburg (2007)],
que diz que a solugao a essa minimizagao passa por fazer f igual ao autovetor de Lw cujo
autovalor seja o menor e nao-zero. Para k& > 2, uma generalizacao possivel seria escolher
os autovetores com os respectivos £ menores autovalores nao-zeros. Em esséncia, essa é a

heuristica proposta por [Shi and Malik (2000)] para o spectral clustering descrita a seguir.

5.5.2 Algoritmo para agrupamento espectral

A ideia principal do agrupamento espectral é a geragao de autovetores e autovalores
para definir os membros de um cluster a partir das matrizes Laplacianas e consequente
uso de suas propriedades.

Pode-se perceber nas propriedades acima que os k autovetores associados aos me-
nores autovalores em L, carregam significados especiais: sao tanto discriminadores dos
vértices do grafo associados a cada componente conexo, como também a matriz formada
por esses k autovetores pode formar um subespaco simplificado, mais estruturado e menos
convoluto, onde algoritmos de agrupamentos mais simples, como k-means e k-medoides,
podem produzir bons resultados. Nesse sentido, nao deixa de ser valiosa a relacao esta-
belecida pelo poderoso Teorema de Rayleigh-Ritz entre os menores espectros de L, e a
minimizagao do Ncut.

Eis o algoritmo sugerido em [Shi and Malik (2000)] e utilizado nesta tese para
definir agrupamentos entre atomos hidrofébicos nas interfaces dos complexos peptidases-

inibidores. Cabe ja adiantar que preferiu-se o k-medoides como algoritmo de agrupamento

final.
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Algoritmo 1: Agrupamento espectral normalizado (L,)

Entrada: Matriz de similaridades S € R™", namero k de clusteres

Construa um grafo de similaridades e faga W ser a matriz de adjacéncias ponderada

Calcule a Laplaciana L., normalizada

Calcule os k autovetores uq,...,u; de L., conforme os k menores autovalores

Faca U € R™F ser a matriz contendo os vetores uy, ..., u; como colunas

Para i =1,...,n, faca y; € R* ser o vetor correspondente a i — ésima linha de U

Agrupe os pontos (y;)i,..n € R* com o algoritmo k-means ou k-medoides em Cj, ..., C} clusteres

Saida: Clusteres Ay,..., A2, com A4; = {jly; € C;}

Finalizamos este capitulo com uma breve discussao sobre o algoritmo de agrupa-

mento k-medoides.

5.5.2.1 Algoritmo K-Medoides

O k-medoides é uma variagdo do algoritmo k-means [MacQueen (1965)]. Ambos
os métodos sao particionais e tém como objetivo a divisao de um conjunto de dados em k
clusteres disjuntos. No k-means, cada grupo é representado pelo seu centro de gravidade,
também chamado centroide, dado pela média das medidas usadas no grupo (normalmente
a distancia). No algoritmo k-medoides, o centro de cada grupo é um objeto representativo,
chamado medoide, localizado proximo ao centro do grupo. Por essa razao, esse método é
menos sensivel a outliers do que o k-means, que pode calcular centroides que nao estao
dentro do conjunto de dados. Em vista disso, o k-medoides ¢é ttil para o agrupamento de
dados categéricos onde uma média ¢é dificil de definir ou interpretar. Entretanto utiliza
um maior tempo de processamento quando comparado ao k-means.

O k-medoides, realiza a cada passo uma busca exaustiva pela troca de um dos
k-medoides, previamente selecionados por um dos demais n — k objetos de forma que
minimize as dissimilaridades entre os k-medoides e os membros dos k£ grupos. O algoritmo
PAM (Partinioning Around Medoids), abaixo descrito, é um algoritmo classico da familia

dos métodos k-medoides [Kaufman and Rousseeuw (2009)].

5.5.2.2 Avaliacao dos grupos formados

A qualidade de agrupamento de um grafo é aferida por meio de métricas que pos-

sibilitam avaliar as melhores formas, dentre as varias possibilidades de agrupar n vértices
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Algoritmo 2: Algoritmo K-Medoides (PAM)

Entrada: Numero k de clusteres e a base de dados com N elementos

Repetir:

atribua cada elemento remanescente ao grupo com o medoide mais proximo
aleatoriamente, selecione um elemento o que nao esteja como medoide
calcule o custo total, C , de trocar o medoide m; pelo elemento o

se C' < 0, entdo troque m; por o para formar o novo conjunto de k-medoides
Até que nao haja mudanga de objetos de um grupo para outro

Saida: Conjunto de k clusteres disjuntos

Escolher, arbitrariamente, k elementos da base de dados como os medoides iniciais dos grupos

em k conjuntos. Em outras palavras, os grupos determinados por uma métrica de quali-
dade devem apresentar alta homogeneidade interna (proximidade) e alta heterogeneidade
externa, ou seja, os vértices devem ser dissimilares em relagao a vértices de outros grupos.

Ha varias métricas propostas na literatura para a avaliacao da qualidade do agru-
pamento de grafos, mas ndao had um consenso sobre qual é a melhor, em razao do modo
como sao comparadas e dos diferentes tipos de grafos. Entre essa métricas, cita-se: con-
duténcia, modularidade, cobertura, performance e coeficiente de silhueta [Kannan et al.
(2004), Newman and Girvan (2004), Brandes et al. (2007), Van Dongen (2001), Rousseeuw
(1987)].

O coeficiente de silhueta, métrica empregada para avaliacao dos clusteres ob-
tidos neste trabalho (capitulo 8: Resultados e discussoes), é um método popular que
combina os conceitos de coesao e separacao. Para clusteres baseados em grafo, a coesao é
definida como a soma dos pesos das arestas que ligam vértices proximos dentro do cluster
(Figura 5.2, a esquerda). Do mesmo modo, a separacao entre dois grupos pode ser medida
pela soma dos pesos das arestas que ligam um vértice de um grupo a um vértice de outro

grupo (Figura 5.2, a direita).

Figura 5.2: Visao, baseada em grafo, de coesdao (& esquerda) e separagao (a direita) de
clusteres.
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Fonte: [Tan et al. (2005)].

Matematicamente, a coesao e separacao sao expressas, respectivamente, pelas equa-
coes 5.12 e 5.13, onde C; e C; sao clusteres e u e v sao vértices.

coesao(C;) = > provimidade(u, v) (5.12)

uECiﬂ)ECi

separacao(C;,C;) = > proximidade(u,v) (5.13)

UECZ',UECJ'
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Um modo de calcular o coeficiente de silhouette baseia-se nas distancias entre os
vértices dos grafos, embora seja possivel utilizar outra abordagem para definir as simila-
ridades entre os vértices. O coeficiente de silhueta para um vértice ¢ é dado pela equacao
5.14:

bi — Q;

(5.14)

g = ——
“ maz(as, b)

Que pode ser escrita como:

1—CLi/bz‘, se a; < b;

®
g
I

0, sea; =0b;
bi/ai —1, sea; > bz

Onde, a; é a dissimilaridade média entre o vértice ¢ e todos os outros vértices do
mesmo cluster de ¢, e b; ¢ a dissimilaridade média entre o vértice e todos os nés do cluster
mais proximo. O valor de s; é adimensional e varia no intervalo —1 <'s; < 1. Um valor
negativo nao ¢ desejado, pois corresponde ao caso no qual a; > b;, ou seja, o vértice 1,
em média, estd mais distante dos vértices de seu proprio grupo do que dos vértices de
outro grupo. Se o coeficiente de silhueta estd proximo a zero, quando a; = b;, entdo o
vértice ¢ estd num ponto intermediario entre dois clusteres. Logo, um agrupamento ¢é de
boa qualidade quando o coeficiente de silhueta é préximo ou igual a 1.

Na Tabela 5.1 é apresentada uma proposta de interpretacao de agrupamentos ava-

liados com o coeficiente de silhueta elaborada por [Kaufman and Rousseeuw (2009)].

Tabela 5.1:  Coeficiente de silhueta e interpretacao de agrupamentos

S; Interpretacgao

0.71 — 1.00 | Grupos descobertos possuem uma estrutura muito robusta

0.51 — 0.70 | Grupos possuem uma estrutura razoavel

0.26 — 0.50 | Os grupos encontrados possuem uma estrutura fraca e pode ser artificial.
E aconselhavel tentar outros métodos sobre o conjunto de dados

<0.25 Nenhuma estrutura foi descoberta

O coeficiente de silhueta apresenta algumas limitagoes. Em primeiro lugar, o seu
calculo é muito caro, pois é necessario encontrar todos os pares de menor caminho. O outro
limite diz respeito ao seu comportamento quando ha clusteres com um tinico vértice. Neste
caso, como nao ha arestas, a distancia interna é nula e estes clusters sao erroneamente
considerados de boa qualidade pois s; ~ 1. Desta forma, agrupamentos constituidos de
um unico vértice sempre tém altos valores para o coeficiente de silhueta, nao importando

a qualidade dos outros clusteres.
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Capitulo 6

Trabalhos correlacionados

Neste capitulo, sao apresentados alguns trabalhos correlacionados que se referem a
identificagdo de regides hidrofébicas em proteinas e complexos protéicos. Primeiramente
sao apresentados os conceitos de area ou superficie acessivel ao solvente (ASA) e area de
contato entre proteinas. Em seguida, sao apresentados alguns métodos para identificacao
de regides hidrofobicas e algumas aplicacoes do uso de grafos e métodos de agrupamento
em redes biologicas, com énfase para a deteccao de regioes hidrofébicas em proteinas e

agrupamento espectral, temas centrais no presente trabalho.

6.1 CaAlculo da superficie de proteinas

Como ja mencionado anteriormente, as interagoes entre proteinas sao fortemente
dependes de suas superficies. A superficie acessivel ao solvente (ASA), em especial, per-
mite inferir sobre essas interacoes, auxiliando, por exemplo, na localizacao de sitios de
ligacao, e no exame de diferencas entre a interface e o resto da superficie, como os tipos
de aminoécidos que constituem cada uma dessas superficies.

Lee and Richards (1971) foram os primeiros a propor o conceito de ASA. Esta
superficie, tracada em torno de uma molécula protéica, é descrita pelo centro de uma
esfera denominada probe ou esfera teste (em geral uma molécula de dgua) rolando em
torno da proteina. Cada atomo tem o seu raio de van der Waals aumentado com o valor
do raio da probe. O raio da probe mais usado quando o solvente é a dgua é 1.4A (Figura
6.1)

O software Naccess [Hubbard and Thornton (1993)] usa esse método numérico

proposto por Lee and Richards (1971).
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Figura 6.1: Area acessivel ao solvente.
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Fonte: Keith Callenberg, Illustration of solvent accessible surface in relation to the van der
Waals surface of an atom, 06/05/2010. Licenciado sob CC BY-SA 3.0, via Wikimedia
Commons. Disponivel em:
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Accessible_surface.svg>. Acesso em Outubro
2015 .

Shrake and Rupley (1973) adaptaram o método de Lee and Richards (1971) e
propuseram um algoritmo onde a superficie expandida da molécula formada pelos dtomos
expandidos (raio de Van der Waals do atomo + raio da esfera probe) é discretizada como
uma grid (lattice) que contém um conjunto de pontos. Para cada par de atomos se
distribui um nimero fixo de pontos. O conjunto de pontos que nao estao contidos na
esfera expandida de qualquer outro atomo é considerado acessivel ao solvente.

Eisenhaber et al. (1995) propuseram o algoritmo DCLM (Double Cubic Lattice
Method) que é uma variante de Shrake and Rupley (1973). Procurou-se com esse método
reduzir o tempo de execucao do algoritmo original. A ideia é dividir a molécula em cubos
de modo a comparar os atomos apenas em suas vizinhancas, nao no todo, diminuindo
assim o nimero de comparagoes entre os pontos gerados para cada esfera. O primeiro
cubo determina a vizinhanca entre os atomos e o segundo determina os quadrantes de
um atomo que interessam efetivamente as comparagdes, ou seja, os intervalos de pontos
em um atomo que sao candidatos a oclusao pela projecao de um segundo atomo sobre
ele. Esse método numérico é utilizado no Gromacs, um software open source de dinamica
molecular projetado principalmente para moléculas bioquimicas como proteinas, lipidios
e acidos nucleicos.

O valor da ASA, além da técnica em si, é afetado pelos valores do tamanho da
probe, dos raios de van der Waals, e quando calculada para os aminoacidos individuais,
pelo contexto estrutural onde se encontram, isto €, se o residuo esta enterrado na proteina

ou na superficie.
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6.2 Calculo da superficie de contato entre proteinas

A ASA, além de ser utilizada para identificar residuos envolvidos em alguma inte-
ragao, também pode ser utilizada para anotar residuos que ja foram identificados como
participantes de uma interacdo com métodos baseados em algum delimitador (cut-off)
de distancia e/ou angular, conforme é feito no Piccolo, um banco dados de interagoes
proteinas-proteinas caracterizadas estruturalmente. [Bickerton et al. (2011)]. A ASA
também pode ser usada para calcular a superficie de contato/interagao, ou seja, a area de
superficie que fica enterrada entre duas moléculas de proteinas, também conhecida como
interface proteina-proteina.

Por [Chothia and Janin (1975)], o tamanho da interface proteina-proteina (AASA)
é dado pela equagao (6.1), abaixo. Separadamente, trés cdlculos sao realizados. Primeiro,

calcula-se a ASA da cadeia A e a ASA da cadeia B em separado. Em seguida, calcula-se
a ASA do complexo A U B.

AASA = ASA, + ASAp — ASA g (6.1)

Para Jones and Thornton (1996) a média da interface (AASA) na formagao do
complexo (indo de um estado monomérico para um estado dimérico) é dada pela metade
da soma do total de AASA para ambas as moléculas (1/2[AASAs+AASAg|). A érea de
contato em Ponstingl et al. (2000) foi medida de modo semelhante a [Chothia and Janin

(1975)], mas a equagao (6.1) é dividida pela metade:

1
AASA = J(ASAs + ASAp — ASAsun) (6.2)

6.3 Identificacao de regioes hidrofébicas em

proteinas

Varios processos biologicos, como a catalise realizada por enzimas e as interacoes
proteinas-proteinas, envolvem reconhecimento molecular, normalmente direcionado pela
interacao entre partes das superficies das moléculas envolvidas. FEssas partes das su-
perficies ou patches sdo complementares em termos de aspectos estéricos, eletrostaticos,
hidrofébicos, dentre outros. E comum que esses patches sejam analisados quanto ao po-
tencial de solvatagao, propensao do residuo de estar nessa regiao, planaridade, protusao,
area da superficie acessivel ao solvente e hidrofobicidade [Jones and Thornton (1997),
Janin et al. (1990), Laskowski et al. (1996), Argos (1988)].
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Em termos de hidrofobicidade, a interagao ocorre por meio do contato entre pat-
ches hidrofébicos os quais costumam estar localizados nas interfaces intramoleculares ou
subunidades das proteinas e também nas interfaces intermoleculares, quando se considera
a associacdo proteina-proteina [Jones and Thornton (1997), Janin et al. (1990)]. As in-
teragoes hidrofébicas estao envolvidas em fené6menos como o enovelamento de proteinas,
a interacao entre cadeias de proteinas multiméricas, a formacgdo de complexos ligante-
proteina, complexos inibidor-enzima, estabilizacao destes complexos, dentre outros.

Numerosos casos sdo conhecidos onde a a ligacdo de substratos e cofatores as
enzimas ocorre em patches hidrofobicos, frequentemente presentes nos sitios de ligacao.
Em virtude disso, diversas pesquisas tém sido realizadas para identificar esse tipo de
sitio a partir da identificacao de regides onde as interagoes sao mais densas, também
denominadas neste caso como hot spots [Jain et al. (1994), Keskin et al. (2005), Pettit
et al. (2007), Gao and Skolnick (2012)]. No processo de oligomerizacao de proteinas, os
patches hidrofébicos presentes na regiao de interface entre as subunidades sao essenciais,
tal que qualquer alteragao pode afetar a associacao entre elas [Jones and Thornton (1996)].

Os patches hidrofébicos, em cooperagao com interacoes hidrofilicas, sao claramente
pertinentes para a funcao da proteina. Estudos empiricos e experimentais tém indicado
que frequentemente as proteinas se associam por meio dos patches hidrofébicos em suas
superficies, mas interagoes polares na superficie também ocorrem e influenciam a formacao
de complexos [Korn and Burnett (1991)].

Ao longo dos anos, métodos computacionais (in silico) tém sido propostos para
detectar os patches hidrofobicos. Geralmente esses métodos se baseiam no calculo da area
acessivel ao solvente (ASA) e selecdo dos residuos ou atomos como hidrofébicos.

Korn and Burnett (1991) quantificaram, analiticamente, a hidrofobicidade calcu-
lando as complementaridades hidropaticas para as interfaces (superficie de contato entre
subunidades) e para o resto da superficie em proteinas multiméricas. E definida uma
funcao de hidropatia que considera as hidropatias atémicas. Em uma das aplica¢oes
dessa abordagem, foi mostrado que as superficies de contatos sao mais hidrofobicas que o
resto da superficie. Young et al. (1994) descreveram uma método, onde sdo determinados
clusteres hidrofébicos de residuos na superficie da proteina. Os clusteres dos residuos
da superficie sao ordenados em funcao da hidrofobicidade total obtida a partir da hidro-
fobicidade dos aminoacidos constituintes da superficie. Uma grid cubica é usada para
representar as posi¢oes do C, e a partir desses pontos estimar uma aproximagao da ASA.

Para detectar patches hidrofébicos, Lijnzaad et al. (1996) usaram o DCLM, para
identificar a ASA, em conjunto com uma busca em profundidade para selecionar os atomos
apolares. Neste método, denominado QUILT, patches hidrofébicos sao pedagos contiguos
da superficie da proteina, de tamanhos e formas arbitrarios e constituidos de carbono e
enxofre. Embora por definicao, a drea de um patch é contigua, neste método, ela pode

conter gaps formados por atomos hidrofilicos. Para resolver isso, os raios dos atomos
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polares sao expandidos, mas em muitos casos ocluem patches hidrofébicos pequenos.

Gongalves-Almeida et al. (2012), propds a metodologia Hydropace para identificar
patches hidrofébicos em enzimas do tipo tripsina e do tipo subtilisina complexadas com
inibidores envolvidos no fenémeno denominado inibi¢do cruzada. Nessa metodologia,
cada molécula de enzima foi modelado como um grafo, onde os atomos hidrofébicos,
correspondem aos vértices e os contatos entre eles sao representados por arestas. Um patch
hidrofébico foi identificado como um componente conectado. Também foi suposto que a
propriedade mais importante de um patch hidrofébico é onde ele estd posicionado para
interagir com o ligante. Entao, abstraiu-se sua composicao, forma, volume e densidade
e um patch foi representado como um centroide geométrico, chamado de Hp-centroide
(Hydrophobic Patch Centroid).

6.4 Agrupamento espectral

O agrupamento espectral tem sido utilizado para varias finalidades na Biologia
de Sistemas: identificacao de familias de proteinas, estabelecimento de correlagdo entre
mutacoes numa determinada proteina, alinhamento multiplo global de proteinas, deteccao
de complexos em PPI, deteccao de cadeias laterais e agrupamentos hidrofobicos, melhoria
dos particionamentos das redes bioldgicas.

Em 2007, Brewer (2007) publicou o uso de um algoritmo de agrupamento espectral
para analisar dados moleculares. A motivacao foi a selecao de scaffolds moleculares de
um conjunto de dados quimicos. Um scaffold molecular na quimica é uma estrutura que
pode ser usada para dar suporte a construcao de outro material, como um farmaco ou
uma proteina. Para demonstrar a aplicabilidade do agrupamento espectral, este método
foi aplicado a um conjunto de 125 inibidores de COX-2 (Cycloozygenase-2), uma enzima
associada com processos inflamatorios. Posteriormente, o algoritmo de Brewer foi utili-
zado para agrupar 1800 inibidores de trans-sialidase do Trypanosoma cruzi [Neres et al.
(2009)] em 690 grupos e para agrupar 2700 compostos em 126 grupos durante o desenvol-
vimento de um modelo para antagonistas de MCH-1R, (melanin-concentrating hormone-1
receptor) usados no tratamento da obesidade [Heifetz et al. (2013)].

Inoue et al. (2010) propds o algoritmo ADMSC (Adjustable diffusion matriz-based
spectral clustering) que analiticamente particiona as redes de PPI em grupos biologica-
mente significativos. Esse algoritmo comparado a outros ja bem estabelecidos, facilita a
decomposicao das redes PPI de modo claro e rapido, de acordo com os resultados apre-
sentados no estudo. Para lidar com a heterogeneidade das redes, um fator de poténcia é

introduzido para ajustar a matriz de difusao atribuindo pesos a matriz de adjacéncias de
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acordo com os graus dos nos da matriz. Segundo os referidos propositores desse algoritmo,
a analise espectral aplicada ao particionamento de redes PPI tem como resultados, grafos
mais significativos biologicamente do que algoritmos baseados em modelos fisicos como
o MCL (Markov Clustering). O MCL [Enright et al. (2002) é um algoritmo para grafos
nao supervisionado, rapido e escalavel que simula caminhos aleatorios num grafo utili-
zando matrizes de Markov para determinar probabilidades de transi¢do entre os vértices
do grafo. Com esse algoritmo pode ocorrer a perda de proteinas periféricas, mas repre-
sentativas de interacoes significativas verificadas experimentalmente, que se conectam aos
agrupamentos centrais com poucas arestas.

Qin and Gao (2010) estudaram o agrupamento espectral para a deteccao de com-
plexos de proteinas em redes PPI com foco em dois aspectos: construcao dos grafos de
similaridade e determinacao do nimero de grupos. Segundo esses autores, os resultados
obtidos para identificar as proteinas em complexos sao comparaveis aos obtidos com apli-
cacao de algoritmos tradicionais para esse fim, como o MCL. Isso prova que o agrupamento
espectral é bom para a decomposicao de rede PPI.

Paccanaro et al. (2006) empregaram o agrupamento espectral para determinar
grupos de proteinas homoélogas a partir das sequéncias. O método é descrito como global,
diferindo-se, portanto daqueles que sao locais e que tém seus resultados limitados por
medidas de distancia entre as sequéncias que devem obedecer a um limiar. Com os
métodos espectrais, argumentam esses autores, que ao atribuir uma proteina a um grupo
tendo-se em conta todas as distancias entre cada par de proteinas do conjunto, ou seja,
globalmente, pode-se agrupar proteinas cujas sequéncias protéicas tém baixa identidade.

Nos experimentos realizados, Paccanaro et al. (2006) mostraram que a qualidade
dos grupos e a quantidade, apresentaram em média melhorias de cerca de 84% sobre o
agrupamento hierarquico, 34% sobre a andlise de componentes conectados (Connected
Component Analysis (CCA)) e 72% sobre o método global TribeMCL (algoritmo baseado
no MCL para detecgao de familias de proteinas [Enright et al. (2002)]). O conjunto de
sequéncias foi obtido com no banco de dados SCOP (Structural Classification of Proteins)
e as familias obtidas como resultado do agrupamento espectral comparadas (bem) com a
prépria classificagdo do SCOP [Andreeva et al. (2008)].

Esse método proposto por Paccanaro et al. (2006) teve a implementagao melhorada
e foi incorporado a uma plataforma Web denominada SCPS (Spectral Clustering of Protein
Sequences) [Nepusz et al. (2010)]. Phuc and Phung (2010) para visualizar proteinas com
estruturas similares, usou a teoria espectral combinada com redes neurais.

Liao et al. (2009) também aplicaram métodos espectrais para o alinhamento mil-
tiplo global de redes de proteinas. Foi desenvolvido o programa IsoRankN (/soRank-
mordidela) onde a teoria espectral é aplicada a grafos que contém os scores dos alinha-
mento par-a-par. O método nao requer treinamento ou dados filogenéticos. Para demons-

trar sua efetividade, esse algoritmo foi testado em cinco redes eucariéticas (Homo sapiens
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(human), Mus musculus (mouse), Drosophila melanogaster (fly), Caenorhabditis elegans
(worm) and Saccharomyces cerevisiae (Yeast)). Pelos resultados do estudo, o IsoRankN
apresentou boa cobertura e consisténcia quando comparado a outras abordagens e pode
ser utilizado para a predi¢ao de ortologos. O agrupamento espectral também tem sido uti-
lizado para agrupar conformacgoes de proteinas a partir de simulagoes dindmicas [Mittag
and Forman-Kay (2007)].

Na gendmica, Perkins and Langston (2009) aplicaram técnicas espectrais em gra-
fos para desenvolver um método sistematico para a sele¢do de um limiar (threshold) em
redes de expressao génica. Autovalores e autovetores foram obtidos pela transformacao
da matriz de adjacéncias construida com valores de (threshold). Foi utilizado um método
basico de agrupamento espectral para examinar o conjunto de relagoes gene-gene e seleci-
onar o (threshold) dependendo das estruturas dos dados. A abordagem foi aplicada a dois
microarrays com dados de Homo sapiens e Saccharomyces Cerevisi. [Yu et al. (2012)] uti-
lizaram agrupamento espectral para a descoberta de classes de cancer a partir de perfis de
expressao génica e Loss et al. (2010) para a predi¢ao de genes regulados epigeneticamente
em linhagens de células de cancer de mama.

Kannan and Vishveshwara (1999) apresentou um método baseado na teoria es-
pectral em grafos para encontrar grupos de cadeias laterais em proteinas e identificar o
residuo que tem o maior nimero de interagdes entre os residuos de cada grupo. Detectar
tais clusteres e centros do cluster sdo importantes no enovelamento das proteinas. Além
dos clusteres formados pelas cadeias laterais o método também é aplicado para pesquisar

por dominios nas proteinas e por clusteres hidrofébicos.
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Capitulo 7

Materiais e Métodos

Neste capitulo sao apresentados os procedimentos realizados na montagem e se-
lecao da base de dados, os métodos e técnicas empregados para descoberta de regides
hidrofébicas correspondentes na interface de complexos formados por enzimas do tipo
tripsina e subtilisina (serino peptidases) e inibidores protéicos.

Os complexos protéicos utilizados neste trabalho foram obtidos do banco de dados
PDB (Protein Data Bank) [Berman et al. (2000b)]. Também foram utilizados dados do
PFAM [Finn et al. (2014)] e MEROPS [Rawlings et al. (2014a)]. Para descoberta de
regides hidrofébicas (enzima-inibidor) empregou-se o agrupamento espectral. Os scripts
foram desenvolvidos em R, PERL e PYMOL.

7.1 Bases de dados utilizadas

7.1.1 PDB - Protein Data Bank

O PDB (http://www.rcsb.org/) é um banco de dados que contém informagoes
sobre estruturas tridimensionais de macromoléculas bioldgicas, incluindo proteinas, acidos
nucleicos e outros complexos [Berman et al. (2000a)]. Esses dados, sdo obtidos por meio
de experimentos de difragdo de raios-X, de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
microscopia eletronica. Criado em 1971 com apenas 7 (sete) estruturas de proteinas,
no momento que esta tese é escrita contém cerca de 110619 moléculas com estruturas
resolvidas.

No PDB, a cada estrutura depositada, determinada independentemente, é atri-
buido um identificador de quatro caracteres unicos (PDBid), no qual o primeiro caractere
¢ um digito (1-9) e os demais sdo letras que podem indistintamente serem maidsculas ou

mindsculas. Por exemplo, 1GCI é o PDBid da estrutura da enzima subtilisina (Figura
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3.4, capitulo 3).

A informacao priméria armazenada no PDB consiste de arquivos de coordenadas
para as moléculas biolégicas. Esses arquivos listam os atomos em cada proteina e sua
localizagdo no espago 3D. Estes arquivos estdao disponiveis em varios formatos (PDB,
mmCIF, XML, PDBx/mmCIF). Até 2014 o formato PDB era considerado o arquivo pa-
drao do banco PDB, e foi substituido pelo formato PDBx/mmCIF. O formato de arquivo
PDB sera retirado em 2016.

Um tipico arquivo no formato PDB inclui uma secao “header” de texto que suma-
riza a proteina, informacao de citacao e os detalhes de como a estrutura foi determinada,
seguidos pela sequéncia e uma longa lista de atomos e suas coordenadas. Esse arquivo con-
tém também observacoes experimentais que sao usadas para determinar as coordenadas
atomicas.

O formato PDB tem restri¢oes quanto ao nimero de atomos e cadeias poliméricas
em virtude do seu formato fixado em 80 colunas e campos com tamanho fixo. Conse-
quentemente, grandes estruturas ndo podiam ser acomodadas nesse formato. O arquivo
mmCIF (macromolecular Crystallographic Information) foi introduzido, em 1996, para
solucionar esse problema. Seu dicionario continha mais de 3000 defini¢des de conceitos
que abrangem os resultados de experimentos cristalograficos, bem como os experimentos
em si mesmos. O mmCIF prevé tipificacao e relacionamentos entre os dados e em razao
de ser auto-definido é ideal para aplicagoes computacionais. Quando foram incluidas de-
finigoes nesse dicionédrio para RMN e microscopia eletronica (3DEM), ele foi renomeado
para PDBx [Berman et al. (2014)].

Os complexos enzima-inibidor constituintes da base de dados deste trabalho sao
arquivos PDB obtidos do banco PDB.

7.1.2 MEROPS

O MEROPS, versao 9.13, foi utilizado como referéncia para a classificacao das
enzimas do tipo tripsinas e do tipo subtilisinas e consequente caracterizacao da relacao
evolutiva, proporcionada pela prépria estruturacao dessa base de dados.

Na construgao da base de dados deste trabalho, foram selecionados, em razao dos
critérios adotados (descritos na se¢do 7.3), complexos com enzima do tipo tripsinas da
familia S1 e subfamilias S1A e S1E. A familia S1 inclui enzimas como a quimotripsina,
tripsina, elastase, streptrogrisin, dentre outras.

As enzimas do tipo subtilisinas selecionadas pertencem a familia S8. A familia S53

nao teve exemplares selecionados para constituir a base de dados. Isso se deve ao fato
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de que a maioria das estruturas resolvidas e com representantes dessa familia no banco
de dados PDB correspondem somente a enzima (com ou sem mutagoes). Quando existe
o complexo enzima-inibidor, o inibidor ndo atendia a um dos critérios de selecao que é
ter comprimento igual ou superior a dez residuos. Esse critério foi determinado, tendo-se
como base o estudo de [Li et al. (2007)], no qual foi sintetizado, a partir do loop candnico
de um pequeno peptidio ORB (AALKGCWTKSIPPKPCFGKR), um potente inibidor
de tripsina contendo onze residuos, denominado Trypsin Inhibitory Loop(TIL). Uma vez
que esse estudo mostrou a existéncia desse inibidor com esse tamanho e seu potencial de
inibi¢do, definimos o nimero de dez residuos como o limite inferior para o tamanho do

inibidor.

7.1.3 PFAM

O PFAM é uma base de dados de familias de proteinas, representadas por alinha-
mentos multiplos de sequéncia e por modelos ocultos de Markov (hidden Markov models-
HMMs). O PFAM, assim como o MEROPS, agrupa em clas familias relacionadas entre
si pela similaridade de sequéncia, estrutura ou por modelos HMM. E muito usado para
confirmar a identidade de uma proteina por meio dos dominios da proteina ou partes
estruturais, ndo somente pela sequéncia dos aminoacidos.

A cada familia é atribuido um cédigo de acesso, como por exemplo, o codigo
PF00089 para a familia das tripsinas. Esse c6digo foi utilizado no presente trabalho como
parte do protocolo de pesquisa submetido ao PDB (Protein Data Bank) para sele¢ao dos
complexos enzima-inibidor, visto que os identificadores do MEROPS nao sao parametros
compativeis com esse protocolo. Foram obtidas no préprio MEROPS as correspondéncias
entre os codigos PFAM e a classificagao MEROPS.

Ressalta-se que o MEROPS é um banco de dados especifico para a classificacao das
peptidases, enquanto o PFAM é uma colecao abrangente de alinhamentos e modelos de
Markov ocultos que representam familias de proteinas e dominios. Dada a especificidade
do MEROPS para as peptidases, optamos por utilizar a classificacao desse banco de
dados e fazer a correspondéncia com o PFAM que oferece o codigo que pode ser usado
como entrada para pesquisa no PDB e consequente obtencao dos arquivos com dados dos

complexos.



7.2. Scripts utilizados 76

7.2 Scripts utilizados

Os algoritmos desenvolvidos foram implementados em Perl, Pymol e R. Os scripts
em Perl foram escritos para geracao das matrizes de adjacéncias de cada complexo, tendo
como valores as distancias euclidianas entre os atomos da enzima e do inibidor. Essas
matrizes foram usadas como entrada para o calculo da area de contato entre os atomos
da enzima e os atomos do inibidor, implementado em R.

No Pymol, os scripts foram gerados como método alternativo para o calculo da area
de contato. No entanto, devido ao alto tempo de execugao por complexo, esse método foi
descartado. Também foram implementados no Pymol, scripts para realizar o alinhamento
estrutural de um complexo escolhido como template (1IPPF) com os demais complexos.
Esse alinhamento foi feito tendo como referéncia as triades cataliticas das enzimas de
ambos os complexos.

Como ja foi citado, o R foi utilizado para a implementacao do céalculo da area de
contato. Também foram desenvolvidos em R, os algoritmos para o agrupamento espectral
visando a identificacao das regioes hidrofébicas nas enzimas e nos inibidores e os graficos

que serao apresentados no capitulo 8 (Resultados e discussoes).

7.3 Construcao da base de dados

O ponto de partida para a selecao de complexos serino peptidases e inibidores
protéicos foi a base de dados constituida por 9 complexos com inibicao cruzada utilizada
no Hydropace - uma metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa em trabalho
anterior para andlise de inibi¢do cruzada em serino peptidases por meio de centroides de
regioes hidrofébicas [Gongalves-Almeida et al. (2012)]. Essa base foi utilizada para os
estudos iniciais, pois utilizando o paradigma dividir para conquistar [Shaffer (2013)], o
problema foi considerado em menor escala para depois estender as proposicoes, andlises
e resultados para uma base de dados mais ampla. Essa base é constituida por enzimas
do tipo tripsina e do tipo subtilisina e ha 5 (cinco) complexos com inibigdo cruzada
com o inibidor Eglina C (Tabela 7.1) e 4 (quatro) com inibi¢do cruzada com o inibidor
Ovomucoide-OMTKY3 (Tabela 7.2).

Dentro do universo dessa base de dados inicial e ap6s algumas analises visuais sobre
a interface entre enzima e inibidor, tanto de regides polares como apolares, foram escolhi-

dos 4 complexos para andlise de grupos hidrofébicos e treinamento dos algoritmos. Nas
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regioes de interface, foram identificadas semelhancas estruturais que poderiam supervalo-
rizar uma subclasse em detrimento a outra. Entao, restringiu-se o estudo aos complexos
1PPF, 1ROR (tipo tripsina e tipo subtilisina, respectivamente, com Ovomucoide) e 1ACB

e 1TEC (tipo tripsina e tipo subtilisina, respectivamente, com Eglina C).

Tabela 7.1: Tabela de inibicao cruzada com Eglina C

PDB ID | Molécula-enzima |Familia

1ACB Alpha-Chymotrypisin | Tipo tripsina
1TEC Thermitase Tipo subtilisina
1CSE Subtilisin Carlsberg | Tipo subtilisina
1IMEE Mesentericopeptidase | Tipo subtilisina
1SBN Subtilisin Novo BPN’|Tipo subtilisina

Tabela 7.2: Tabela de inibi¢do cruzada com Ovomucoide (OMTKY3)

PDB ID | Molécula-enzima Familia

1ROR Subtilisin Carlsberg Tipo subtilisina
1PPF Human Leukocyte Flastase|Tipo tripsina
1CHO Alpha-Chymotryspin A Tipo tripsina
3SGB Protenaise B (SGPB) Tipo tripsina

Para ampliar a base de dados foram selecionadas serino peptidases do tipo tripsina e
subtilisina. A escolha desses dois tipos se justifica pela realizacao dos estudos preliminares
realizados, cuja intencao inicial era aplicar o Hydropace no lado do inibidor e porque essas
serino peptidases sao bem conhecidas e tém grande importancia biolégica.

Foi feita uma pesquisa no MEROPS, visto que esse banco de dados de peptidases
é atualizado constantemente, para identificar os cédigos PFAM das tipo tripsinas e sub-
tilisinas. No PDBEST (PDB Enhanced Structures Toolki) [Goncalves et al. (2015), Pires
et al. (2007)], software utilizado para pesquisar o banco de dados PDB (Protein Data
Bank) e realizar automaticamente o download dos arquivos, nao é possivel fornecer como
parametro o identificar do MEROPS para as enzimas, mas é possivel informar o codigo
PFAM. Por isso, foram identificados os codigos PFAM correspondentes as classificagoes

no Merops. O protocolo de busca executado no PDBEST tem os seguintes critérios:
o Id(s) and Keywords: Pfam Accession Number(s) Search;
o Structure Features: Mimun Number of chains = 2;
o Remove Similar Sequences at 100% Identity.

Com esses critérios, foram selecionadas 132 estruturas. Por meio de uma anéalise
manual das estruturas, removemos aquelas que correspondiam a uma estrutura que era
uma enzima ou um inibidor com mais de uma cadeia. Também removemos os inibidores

cuja sequéncia de aminoacidos apresentava tamanho menor ou igual a dez. Resultaram,
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entao 30 estruturas. Para descobrir novos complexos, a partir das enzimas e dos inibidores
identificados nas 30 selecionadas e também considerando inibidores de serino-peptidases
identificados na revisao bibliografica fizemos uma pesquisa no MEROPS pelo codigo uni-
prot dessas enzimas e inibidores. Para os casos nos quais foram identificadas mais de uma
estrutura para a mesma enzima e mesmo inibidor, selecionamos apenas um representante
com os seguintes critérios relacionados a qualidade estrutural: melhor clashscore, melhor
resolugdo e melhor sidechain outliers [Read et al. (2011)]. A base final resultante passou
a ser composta por 36 complexos enzima-inibidor. A Figura 7.1 apresenta o fluxo dessas

atividades de construcao da base de dados.
Figura 7.1: Fluxograma para construcao da base de dados
Selecionar codigo PFAM de tipos tripsinas e subtilisinas (serino peptidases) no MEROPS

|
i | :

Pesquisar no MEROPS por enzimas e ‘

inibidores com codigos Uniprot
conhecidos

Pesquisar estruturas no PDB com PDBest

[PFAM _Accession_MNumber(s) AND
Minimun_Number_of_chains=2 AND
Remove_similar_sequences_at_100% Identity]

v

[ Selecionar somente estruturas que formam complexo enzima-inibidor

[complexos iguais: mesma enzima e inibidor]

[ Selecionar pela qualidade estrutural

[Melhor_clashscore AND
Melhor_resolucdo AND
Melhor_side_chain_outiliers]

I-..

Em razao da existéncia de varias familias de inibidores de serino peptidases, procurou-

se construir a base de dados de modo abrangente, entao foram escolhidas as familias dos
inibidores identificados na inibi¢do cruzada no trabalho de [Gongalves-Almeida et al.

(2012)] e aquelas familias mais estudadas que contemplassem o reino animal e vegetal,
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que sdo: ecotin, Kasal, BPTI (Kunitz), Bowman-Birk, Potato I e II, Squash, Serpin,
WAP (Vide na Tabela 7.5).

7.3.1 Classificacao das enzimas e inibidores

As enzimas e inibidores dos complexos selecionados foram categorizados de acordo
com a classificacao utilizada no MEROPS. O principio organizacional desse banco de
dados é uma classificacdo hierarquica na qual conjuntos de peptidases e sequéncias de
inibidores protéicos sao agrupados em espécies de peptidases e de inibidores, os quais
sao agrupados em familias que sdo agrupadas em clas. Uma familia contém sequéncias
relacionadas e um cla contém estruturas relacionadas [Rawlings et al. (2014a)]. A anélise
sequencial esta restrita a porcao da proteina diretamente responsavel pela atividade da
peptidase ou do inibidor.

Por meio desses conceitos de familias e clas, as enzimas e os inibidores foram orga-
nizados nas tabelas 7.3 e 7.4, respectivamente. As enzimas estao organizadas nas familias
S1 e S8. As enzimas tipo tripsinas estao na familia S1. A familia S8 inclui as subtilisinas.
Pode-se observar também que em cada grupo (tipo tripsinas e tipo subtilisinas) as enzi-
mas estao organizadas em subfamilias, o que indica que hé diversidade nas sequéncias do
conjunto selecionado. Os complexos com mesma identificagdo de enzima, por exemplo,
1PPE, 1TAW e 1F2S na tabela 7.4 contém enzimas que tém maior similaridade sequen-
cial, mas nao de 100%, dado que a remocao de 100% de identidade foi critério utilizado na
selecao dos complexos. Adite-se que essas enzimas mais proximas sequencialmente estao
complexadas com inibidores diferentes. Essas mesmas observagoes se aplicam ao caso dos
inibidores (Tabela 7.3).

Do ponto de vista de similaridade estrutural, a evidéncia de relacionamento evolu-
cionario entre uma ou mais familias é dada pelo agrupamento em clas. As enzimas do tipo
tripsinas estao no cla PA, que é um cla misto contendo enzimas com tipo catalitico para
Serina(S), Cisteina(C), Treonina(T) e as tipo subtilisinas estao no cla SB. Os inibidores
estao distribuidos em varios clas mostrando diversidade para os dados selecionados.

A tabela 7.5 mostra a relacdo entre os inibidores e as enzimas selecionados e o
identificador PDB dos complexos nos quais os inibidores e enzimas estdo combinados.
Nesta tabela também pode ser observado, que das estruturas escolhidas onde a enzima
¢ a mesma, os inibidores sao diferentes. Ressalta-se que pelos Clas, é possivel verificar a

diversidade do ponto de vista estrutural, maior para os inibidores.
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Tabela 7.3: Classificacao dos inibidores segundo o Merops. O inibidor WCI da familia
I3 pertence a subfamilia A. Os demais inibidores selecionados ndo possuem subfamilias.

Inibidores
Familia | Clan | Sigla PDB
I1 TA OVO | 127K 1HJA 1PPF 3SGB 1ROR
GRG | 4GI3
12 IB BPT | 2FI5 4DG4 1T80
APP | 1ITAW
BPT | 1YCO
152 IB TAP | IKIG
13 IC WCI | 3VEQ
14 ID SER | 10PH 1K90
I7 IE SQF | IMCT 1F2S 1PPE
19 JC POA | 1V5I
I11 IE ECO | 1XX9 1EZS 1FI8
112 IF BBI | SMYW
113 1G EGL | 4B2B 1ACB 4H4F 1SBN 2SEC 1TEC
CL2 | 1TM1 1LW6
117 P SLP | 4DOQ 2Z7F
SKI 1FLE
120 JO POT | 4SGB
WIP | 10YV

7.3.2 Normalizacao dos dados

Os complexos enzima-inibidor foram normalizados por meio do PDBest. O ob-
jetivo desse procedimento foi corrigir possiveis inconsisténcias e anomalias nos arquivos
PDB, como por exemplo, a duplicagao de atomos. A remocao de atomos de hidrogénio
e separacao das cadeias referentes a enzima e ao inibidor também foram procedimentos
realizados com o PBDest.

A decomposi¢ao do arquivo PDB em duas partes (enzima e inibidor) teve a fina-
lidade de analisar separadamente as caracteristicas sequenciais e estruturais das enzimas
e dos inibidores. Nos casos, onde o PDB contém mais de uma cadeia correspondente a
enzima e estas sao iguais, escolhemos apenas uma cadeia. O PDB do complexo 1FI8,
por exemplo, tem as cadeias enzimaticas A e B iguais. Entao selecionamos somente a
cadeia A. Quando a enzima é formada por cadeias que nao sao iguais, consideramos todas
essas cadeias. No PDB 1HJA, por exemplo, as cadeias ABC foram consideradas como

componentes da enzima. Os mesmos critérios foram usados para os inibidores.
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Tabela 7.5: Relagao de inibidores e enzimas em complexo

Inibidores Enzimas

PDB | Cla | Familia | Sigla | Cla | Familia | Sigla
127K IA | I OVO | PA | S1 TRY
1HJA CHY
1PPF ELY
3SGB SGY
1ROR SB | S8 CAN
4GI3 GRG
2F15 IB |12 BPT | PA | S1 TRY
4DG4
1T80 CHY
1TAW APP | PA | S1 TRY
1YCO PBP HGY
3VEQ | IC | I3 WCI | PA | S1 TRY
10PH | ID |14 SER | PA | S1 TRY
1K90
IMCT | IE | 17 SQF | PA | S1 TRY
1F2S
1PPE
1V5l JC | 19 POA | SB | S8 BPN
1XX9 IN | I11 ECO | PA | S1 XAY
1EZS TRY
1FI8 GRY
3MYW | TIF | 112 BBI | PA | S1 TRY
4B2B IG | 113 EGL | PA | S1 TRY
1ACB CHY
4H4F
1SBN SB | S8 BPN
2SEC CAN
1TEC THN
1TM1 1G CL2 | SB | S8 BPN
1LW6
4DO0Q | IP | 117 SLP | PA | S1 TRY
277F ELY
1FLE SKI
4S5GB JO | 120 POT | PA | S1 SGY
10YV WIP | SB | S8 CAN
1KIG IB | I52 TAP | PA | S1 XAY
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7.4 Calculo da area de contato entre atomos da

enzima e inibidor

As interacoes entre moléculas sao fortemente dependentes de suas superficies, de
modo particular, a interface entre elas permite inferir sobre alguns tipos de interagoes e a
influéncia que uma exerce sobre a outra, auxiliando, por exemplo, na formacao de comple-
xos enzima-inibidor. Ha muitas formas de definir uma interface entre duas cadeias. Uma
delas é pelo conjunto de atomos ou residuos na interface e que perderam acessibilidade ao
solvente (ASA) [Janin et al. (1990)]. Outra forma, a usada nesta tese, envolve o calculo
da area de contato (Ac) entre 4tomos intercadeia. No nosso caso, entre atomos da enzima
com atomos do inibidor. Sao da interface todos os atomos que apresentam Ac > 0.

A Ac tem um conceito que é oposto ao ASA. Enquanto o ultimo envolve encontrar
a area exposta ao solvente, o primeiro calcula a area que o solvente nao teve acesso.
Ou seja, ao se rolar uma probe esférica (representando a dgua) ao redor de dois dtomos
(também considerados esféricos) em contato, a superficie dos dtomos que a probe tocou
constitui a ASA, e a que ela nao tocou a Ac.

A Ac pode ser calculada com base na ASA, e tem sido o método padrao na litera-
tura. Essa abordagem, essencialmente heuristica e aproximativa, foi utilizada no inicio de
nossos trabalhos, mas demandava um tempo computacional relativamente alto para cada
complexo, da ordem de dezenas ou centenas de minutos, numa estacao Quadcore padrao.
Como alternativa, foi desenvolvido uma metodologia puramente analitica, descrita por
uma unica equacao, em que a escala de tempo de processamento foi reduzida a poucos
milissegundos por complexo. Isso também simplificou deveras os scripts envolvidos nos
célculos. Tal método, chamado Silveira-Romanelli (SR), foi o adotado nesta tese, e sera

descrito em detalhes a seguir.

7.4.1 Calculo da Ac utilizando a ASA

A Ac calculada a partir da ASA e exemplificada na Figura 7.2 pode ser obtida,
semelhantemente ao que foi apresentado na secao 6.2 do capitulo 6, da seguinte forma

para um par de atomos:
Acei = (ASAuim i + ASAutm o) + AS A (7.1)

Onde:
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Ac,; é a area de contato para dois atomos e e i, pertencentes, respectiva-
mente a enzima e ao inibidor;

ASA i i ¢ a ASA de um atomo do inibidor considerado sozinho;

ASA i o € a ASA de um atomo da enzima considerado sozinho;

ASA.; é a ASA calculada para dois atomos juntos, em contato. Sendo um

do inibidor e o outro da enzima.

Figura 7.2: Ac para dois atomos vizinhos de raios r; e r;.

Ac : area de contato

O Pymol foi utilizado para calcular a Ac a partir da ASA. A fungdo get_ area
desse software calcula a ASA por a&tomo ou para um conjunto de atomos, isto é, o calculo
é feito dependendo do objeto que é criado. Esse pode ser constituido de um atomo ou
conjunto de dtomos ou mesmo de residuos. O resultado é uma aproximacao discreta da
ASA e depende também da densidade dos pontos (dot_density) escolhida entre 1 e 4. Nos
experimentos realizados foi escolhido o valor 4 para dot_density. Abaixo é apresentado
um fragmento de um script desenvolvido para o cédlculo da Ac, obedecendo a equacao
(7.1).

set dot_solvent, 1
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set dot_density, 4

create at1b54, 1PPF and (id 154)

asa_atlb4 = cmd.get_area("at154")

create at1724, 1PPF and (id 1724)
asa_atl724 = cmd.get_area("atl1724")
create ats154_1724, atl1b4 atl724

asalb4 1724 = cmd.get_area("ats154_1724")
sumAsa = asa_atlb4 + asa_atl724

delta = sumAsa - asalb4_1724

7.4.2 Calculo da Ac utilizando SR

A metodologia SR foi desenvolvida conjuntamente pelo orientador desta tese, Prof.
Carlos Silveira, e seu colega matematico da Unifei - Campus de Itabira, Prof. Joao
Romanelli. O primeiro encontrou a equacao que descreve a Ac entre dois atomos esféricos
iguais (de mesmo raio de van der Waals), e o segundo a generalizou para dtomos de raios
diferentes. Um resumo da deduc¢do da equacao SR encontra-se no apéndice A.

A equacao SR é usada com um duplo propdsito na metodologia homoénima: definir
a interface como o conjunto de atomos envolvidos em contatos intercadeia cujo Ac > 0;
utilizar esse Ac como peso para as arestas do grafo de contatos entre atomos de cada
cadeia.

O Ac tem como parametros: os raios de van der Waals, o raio da probe e a distancia
entre os centros de dois atomos a; e a;j, em cadeias diferentes (a; no lado enzima e a; no
lado inibidor, no nosso caso). As mesmas consideragoes empregadas no célculo da ASA

por [Connolly (1983)] sdo observadas:
1. as cadeias nos complexos sao tidas como um conjunto de atomos [ay, ag, ..., a,];

2. cada atomo (a;) é visto como uma aproximagao esférica, dada pelo seu centro (x,y,z)

e seu raio (r;);

3. existe uma esfera imagindria, denominada probe (esfera teste), com raio préximo ao

de uma molécula de solvente (p). Se esta for a dgua, na Literatura o raio mais usado
é de 1.4A.

A equagao SR é apresentada a seguir:

ARy, By, d) = 20(Ry? + Ro) — 7(Ry + Ro)d [1 + (ng&ﬂ (7.2)
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Sendo:
Ri=nri+0p
Ry =1y +p

r1 = raio de van der Waals do 1° a4tomo
ro = raio de van der Waals do 2° dtomo
p = raio da probe

d = distancia entre o 1 e 0 2° atomo

Assume-se | > ro.

Percebe-se que Ac e d sdao grandezas inversamente proporcionais. Seus limites em

funcao dos raios Ri, Ry podem ser dados pela tabela abaixo:

0 < Ac < 47R5?
Ri+Ry>d> Ry — Ry
para R; > Ry

E importante ter uma nocio mais profunda do significado e das implicacdes desses
limites. Servira também para nos dar maior confiabilidade na veracidade termodinamica
e na consisténcia matematica da equacao SR.

Para as andlises a seguir iremos assumir que o raio da probe é constante envolvendo

uma molécula de dgua (p = 1.4A).

7.4.2.1 Limite inferior para Ac

Pela equagao SR 7.2, nota-se que Ac = 0 quando d = R; + R,. Na verdade,
podemos considerar, sem perda de generalidade, que Ac = 0 para qualquer d > Ry + R».
Nessas distancias, haveria espago para que uma ou mais moléculas de agua estivessem
intervenientes entre dois atomos quaisquer. Como estamos interessados nesta tese nos
contatos hidrofébicos, o parametro Ac ganha um certo aporte termodinamico. Se esse
parametro vai a zero, podemos inferir que os atomos envolvidos suportam a condigao de
moléculas de dguas ao seu redor. Mas, se forem atomos hidrofébicos, torna-se improvavel
que isso ocorra. A tendéncia termodinamica é que esses atomos encontrem-se a uma
distancia tal que nao permita uma agua interveniente. Essas distancias serao exatamente
aquelas em que Ac > 0. Logo, para o caso de atomos hidrofébicos, o parametro Ac guarda

relacdo com a intensidade do contato hidrofébico.
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Figura 7.3: Condic¢ao limite minimo para Ac

Isso pode ser demonstrado matematicamente. Dada que a distancia d = Ry + Ra,

ao substituir d em (7.2), obtém-se o valor nulo para Ac, ou seja, Ac = 0A2:

_ 2
Au(Ry, Rayd) = 21(Ri2 + Ro?) — w(Ry + Ro)d [1 N <R1 RQ> ]

d
c\{l1, L12, T 131 2 1 2 1 2 ( ) 2)2
A.(Ry, R = 2)2 ( 1 — R2)2
c d 271 2 =+ 2 2 (‘lzl ]E R
( 1, L2, ) (R1 R2 ) W(El —+ R2) [ ( 1 2)2

Ao(Ry, Ry, d) = 2m(Ry* + Ry”) — 7 [(Ry + Ro)* + (Ry — Ry)?]
Ao(Ry, Ry, d) = 2m(Ry® + Ry®) — 7 | R} + 2R1 Ry + B3 + R} — 2R\ Ry + R3]
A(Ry, Ry, d) = 2r(R% + Ry?) — 27(R,* + Ry?)

A.(Ry, Ry, d) =0

Como nao poderia deixar de ser, o cdlculo do Ac a partir da ASA 6.1, apresentada

no capitulo 6, oferece o0 mesmo resultado:
ARy, Ry) = AASA = ASA,+ ASAp — ASAaus

A (Ry, Ry) = 4wR\® + 47 Ry? — (4mR\* + 47 Ry?) = 0

Logo, o limite inferior de Ac na equacao SR é consistente, tanto matematicamente
quanto termodinamicamente.

Na condigao Ac = 0, qual o valor minimo da distancia inter-atomica d? Pela figura
7.3, percebe-se que d = r1 + 2p + ro. Se considerarmos r; = ro = r como sendo 0s raios
de van der Waals de 2 carbonos tetraédricos (SP3) hidrofébicos, temos d = 2(r + p). Os
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valores de r para esse tipo de carbono varia na literatura. [Bondi (1964)] considera r =
1.7A e [Richards (1974)] r = 2.0A. Isso nos dé um d = 6.2A e d = 6.8A, respectivamente.
Trata-se de um valor consistente com outro trabalho desenvolvido por nosso grupo de
pesquisa, publicado na Proteins em 2009 [da Silveira et al. (2009)]. Nesse artigo, foi
encontrado o valor de distdncia 6tima de d = 7A para contatos interresiduos, independente
de fatores como o tipo de cadeia (se todas betas, todas alfas ou alfa-betas); e do tipo de
representacao dos residuos (se pelo centroide no carbono alfa C'A ou no centro geométrico
da cadeia lateral CG). Algo que intriga é a convergéncia de valores para andlises feitas,
nao somente por diferentes métodos, mas também diferentes granulosidades: desta tese,
ocorre no nivel atéomico; a do trabalho na Proteins, no nivel de residuo. O porqué dessa
convergéncia ainda nos ¢é obscuro, e foge ao escopo desta tese. Mas, ja estda anotado como

algo a ser investigado em trabalhos futuros.

7.4.2.2 Limite superior para Ac

Viu-se na se¢ao anterior que um Ac > 0 implica em distancias interatémicas cada
vez menores. Em Ac = 0 ha possibilidade de uma molécula de agua interveniente, e isso
nos da (para carbonos SP3) um d entre 6.2A e 6.8A. Na medida que essa distancia é
encurtada, a agua é expulsa, podendo chegar a uma distdncia em que as nuvens de van
der Waals dos carbonos se tocam, algo entre d = 3.4A e d = 4.0A, o que implica em
Ac variando de 54.5A% e 59.8A2. Distancias ainda menores sio permitidas, mas nio sem
interposigao das nuvens e possivel formagao de ligagoes covalentes (nao considerando os
artefatos das técnicas de resolugdo estrutural). Por exemplo, para o caso de uma ligagao
covalente carbono-carbono como no etano, a distancia esperada é de d = 1.54A, o que
nos fornece um Ac entre 90.8A% e 112.4A2,

Se a distancia pudesse ser encurtada ainda mais, chegariamos na condi¢ao hipoté-
tica do atomo maior “engolfar” completamente o menor, algo obviamente irreal do ponto
de vista quimico. Mas, ndo matematicamente. Se fosse possivel um atomo “assimilar”
outro, é facil perceber que a drea de contato Ac deveria ser dada pela area da esfera do
menor atomo e que a distancia inter-atomica seria dada por d = R; — Ry. Podemos usar
essa estranha hipotese para checar a consisténcia matematica da equagao SR nesse limite

surreal.



7.4. Célculo da area de contato entre 4tomos da enzima e inibidor &9

Figura 7.4: Condic¢ao limite maximo para Ac

d

Ac(Rl, RQ, d) = 27T(R12 + R22) — 27T(R1 + Rg)(Rl - RQ)

_ 2
ARy, Ry, d) = 21(R.% + Ro?) — w(Ry + Ro)d [1+ (Rl R2> ]

Ac(Rl, RQ, d) = 27T(R12 + R22) — 7T(R1 + Rz)(Rl — Rg) [1 +

Ac(Rl, Rg, d) == 27T(R12 + R22) — 27T(R12 — R22)
Ac(Rl, Rz, d) == 27T(R12 + R22 - R12 + R22)
A(Ry, Ry, d) = 4T Ry?

Como esperado, converge para a area esférica do &tomo menor. E o mesmo acontece

com o Ac calculado a partir do ASA:

ARy, Ry) = AASA = ASA, + ASAp — ASAuus
Ac(Rb Rz) = 47TR12 + 47TR22 - 47TR12 == 47TR22
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7.5 Calculo das distancias e das matrizes de

similaridades

Na equacao SR, apresentada anteriormente, faz-se necessario determinar a distan-
cia entre dois atomos para calculo da Ac. Computou-se a distdncia Euclidiana entre os
atomos da enzima e do inibidor e selecionou-se somente aqueles atomos com distancia
inferior ou igual a TA (cutoff <7A). Scripts em Perl foram desenvolvidos para calcular a
distancia Euclidiana e gerar uma matriz de adjacéncias A, para cada complexo, formada
pelos residuos da enzima e do inibidor que tém pelo menos um atomo com a distancia
inferior ao cuttof pré determinado.

Nessa matriz de adjacéncias A, as colunas sao formadas pelos &tomos constituintes
destes residuos da enzima, seguidos com os do inibidor e as linhas obedecem ao mesmo
critério. Assume-se que os valores da matriz sao formados pela distancia d;; e que d;; > 0
se o atomo a; da enzima estd em contato com o dtomo a; do inibidor, caso contrario
d;; = 0. Portanto, a matriz representa um grafo valorado ou ponderado, onde o peso
corresponde a d;; e os vértices sao os dtomos da enzima e do inibidor. Percebam que
a matriz A serd quadrada e simétrica (vide figura 7.5), condigdo necessiria as nossas
decomposigoes espectrais.

Formalmente: dado o grafo G = (V, E), onde V é o conjunto de vértices ¢ E o
conjunto de arestas, a matriz de adjacéncias sera uma matriz A de ordem n x n, quadrada

e simétrica, sendo que:

n = E + I, onde E é o nimero de atomos da enzima e I o nimero de
dtomos do inibidor (em contato com d < 7TA);
Alij] = dij, onde d;; > 0 e di; < TA quando hi aresta deia je dj = 0

quando nao ha aresta de i a j.
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Figura 7.5: Matriz de adjacéncias feita quadrada e simétrica para grafos bipartidos de
contatos entre dtomos (nés) enzima (ENZ) e inibidor (INB).

noés ENZ nos INB

nés ENZ

Notem pela forma como a matriz A foi arranjada (figura 7.5), que ela representa
um grafo bipartido. Os vértices em ENZ tém arestas zero com outros vértices em ENZ,
assim como vértices em INB tém arestas zero com outros vértices INB. Apenas vértices
entre ENZ e INB tém arestas, com pesos dados por Ac, diferentes de zero. Isso visa
cumprir o objetivo de tentar mapear as correspondéncias hidrofébicas entre enzimas e
seus inibidores.

Para cada complexo, a partir dessa matriz de adjacéncias A ponderada pela distan-
cia d;j;, foi construida, por meio de scripts em R, uma matriz de similaridades ou contato
AC, onde o peso corresponde a area de contato Ac calculada com base na equacgao de SR.

Deve-se mencionar que foi considerada somente Ac > 2A2 como 4rea de contato
valida. Verificou-se empiricamente que esse era o erro médio do cdlculo do Ac a partir do
ASA (com scripts Pymol). Esse corte teve o objetivo também de ser mais conservativo no
trago de uma aresta representando um contato hidrofébico, evitando poluir o grafo com
arestas pouco significativas.

Os valores dos raios de van der Waals (vdw) adotados nesta tese sdo os mesmos
valores default do Pymol, que correspondem aos propostos por [Bondi (1964)], visto que

hé variagoes na literatura sobre esses valores (Tabela 7.7).

Tabela 7.7: Raios de van der Waals (Ryqu)

Elemento R,qw (A)
[Bondi (1964)] | [Richards (1974)]
C 1.70 2.00
O 1.52 1.40
N 1.55 2.00
S 1.80 1.80
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7.6 Classificagcao dos atomos

Neste trabalho, o interesse é somente por interacoes atomicas nao covalentes. Dado
que as interacoes entre os atomos da enzima e do inibidor sao consideradas quando o
cutoff de distancia é dado por d < TA e cada interacdo (aresta) é mensurada pela Ac,
para tipificar os clusteres em relacao a hidrofobicidade, os atomos foram categorizados.

A classificagdo atomica, a semelhanga de estudos realizados por [Sobolev et al.
(1999)], permite categorizar as interagoes atdmicas em apolares (hidrofébicas) e polares
com base no tipo de atomo. O método de [Sobolev et al. (1999)], desenvolvido para
proteina-ligante, primeiramente categoriza os dtomos em classes em func¢ao do compor-
tamento eletrostdtico semelhante. Um tipo de contato entre dois dtomos (a; e a;) é
determinado a partir da classe de cada atomo e de restrigoes de distancia experimental-
mente definidas. Dessa forma, se ambos os atomos a; e a; sao hidrofébicos, o contato
é potencialmente do tipo hidrofébico, se ambos sao hidrofilicos, o contato é considerado
hidrofilico.

Neste trabalho, as anélises foram concentradas somente nas interagoes entre os ato-
mos que estao em condicoes hidrofébicas (apolares), embora possam ser estendidas para,
condigoes polares, pois nossos algoritmos ja dao suporte a isto. A motivagao principal,
para considerar as interagoes atomicas e nao os residuos em si, deve-se ao fato de que os
residuos tém porgoes (dtomos) polares e apolares.

E comum em alguns trabalhos se considerar de forma generalizada todos os carbo-
nos como atomos apolares [Sobolev et al. (1999)]. Sabe-se que isso nao ¢ de todo verdade.
Carbonos ligados ou préximos a atomos polares, tendem-se a tornar mais polarizados
também, por inducdo. Atomos mais eletronegativos, por exemplo, vao tender a atrair
mais a nuvem eletronica desses carbonos.

A tabela 7.8 mostra as 6 (seis) subclasses definidas para categorizar os dtomos.
Conforme experimentos descritos com mais detalhes na se¢do 8.2 e no intuito de com-
por uma classificagao mais fidedigna com a realidade, os atomos foram agrupados nessas
subclasses e posteriormente definidos no perfil predominante como polar ou apolar. Se-
paramos os carbonos em 4 tipos: a, para aqueles que foram considerados tipicamente
apolares; ¢, o carbono alfa do backbone; i o carbono planar (SP2) da carbonila; m, carbo-
nos considerados "mesos”, geralmente ligados diretamente a um grupo polar, e que podem,
portanto, apresentar grande chance de estarem polarizados. A tabela 7.8 mostra quais
carbonos foram considerados mesos, com base na nomenclatura PDB (exemplo: Q.CD
indica o carbono delta de uma glutamina). Isso nos deu flexibilidade para investigar os
efeitos de diferentes composigoes entre esses tipos de carbono.

Continuando, os nitrogénios e oxigénios foram categorizados em dois grupos: se

eram do backbone, receberam o rétulo b; sendo, o rétulo p de polar. A intengao aqui
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era poder fazer composicoes entre atomos do backbone e nao-backbone, se necessério.
Embora, tecnicamente, somente os enxofres nos agrupamentos tiois oxidados (em ponte
dissulfeto) devessem ser classificados como apolares, todos foram inclusos no grupo a.
Nas cadeias que formam nossas bases de dados, nenhuma ponte dissulfeto reduzida foi
encontrada. Também o enxofre tioeter da metionina ficou em a. Todos os demais dtomos
nao mencionados até o momento (como fésforo, selénio, metais, etc) ficaram categorizados
em o de outros.

Na secao 8.2,0 processo de defini¢ao dos tipos de atomos é apresentado detalhada-

mente.
Tabela 7.8: Classificacdo dos atomos - subclasses
Subclasse|Descrigao Classe
atOomica
a Carbonos nao meso (inclui os C aromadticos) + todos os enxofres (S)|Apolar
c Carbono alpha (C,) Polar
i Carbono da carbonila
m C meso (anfipaticos): Q.CD, S.CB, N.CG, E.CD,
D.CG, K.CE, T.CB, R.CZ, Y.CZ
b N e O do backbone
P N, O (nédo pertencentes ao backbone)
o} Outros

7.7 Agrupamento espectral

Conforme visto no capitulo 5, o agrupamento espectral fica melhor definido se
usamos a Laplaciana normalizada L,.,, em fun¢do da sua associacdo com a minimizacao
do Ncut. O Teorema de Rayleigh-Ritz nos autoriza teoricamente a usar a decomposi¢ao
espectral de L,,,, usando a matriz de autovetores construida com os respectivos k£ me-
nores autovalores para agrupar em k cluster. Como essa matriz espectral comporta um
subespaco mais estruturado e menos convoluto, utilizamos k-medoides para rotular os k
cluster, conforme algoritmo definido por [Shi and Malik (2000)].

Podemos entéo, definir a seguinte sequéncia de filtragens e operagoes matriciais:

1. Geracao da matriz de adjacéncias A com base na distancias Euclideanas inter-
atomicas com corte (cutoff) em 7.0A. A matriz A representa um grafo bipartido,
onde sao computadas apenas as distancias entre atomos da enzima com atomos do

inibidor.

2. Aplicagdo da equacao SR para gerar a matriz de areas contatos AC.
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3. Criacao da matriz Laplaciana Normalizada ACL,.,,.
4. Decomposicio espectral de ACL,,, = PSP~

5. Sele¢ao de uma submatriz Pj contendo apenas os k tltimos autovetores correspon-

dentes aos k menores autovalores em S.

6. Aplicacdao de k-medoides para rotular k£ grupos em Py.

7.7.1 Exemplo

Apresentamos nessa secao, um exemplo para ajudar a elucidar a sequéncia de
passos e operagoes matriciais descritas anteriormente sobre o agrupamento espectral.

A partir do complexo 1PPF - formado entre uma tripsina (Human Leukocyte Elas-
tase) e o inibidor Ovomucoide (OMTKS3) - selecionamos um subconjunto de atomos da
enzima e atomos da alga do inibidor. Na figura 7.6, é mostrado o modelo desse subcon-
junto de atomos, onde os atomos da enzima e do inibidor s¢ao representados pela notacao

“ Letra. Aminoacido. Atomo”, a seguir descrita:

Letra: pode ser E ou I, abreviaturas para Enzima e Inibidor, respectivamente;

Aminoacido: corresponde ao c6digo de uma letra do aminoacido associado ao

numero do aminoécido;

Atomo: codigo do atomo selecionado.

Figura 7.6: Representacao simplificada do complexo 1PPF

E.C58.5G ® ._}‘E.CQZ.SG
.. 'nd
e 1.E19.CB
‘@

.
-

41

L .
E.H57.CD2 ‘ E.N147.CG "~

42 a

' L 4

i, 1.K29.CE

E.L99.CD2 36
_ 1.T17.CG2
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7.7.1.1 Passo 1: Geragao da matriz de distancias

A figura 7.7 mostra o grafo correspondente ao modelo da figura 7.6. Observe que
a distancia euclidiana (d) entre os a&tomos da enzima e os dtomos do inibidor é inferior ou
igual a TA (d < 7TA). O grafo é representado pela matriz de distdncias entre os Atomos,

conforme abaixo (figura 7.8).

Figura 7.7: Grafo da representacao simplificada do complexo 1PPF

E.C42.5G

E.C58.5G
1.E19.CB

E.N147.CG
E.H57.CD2

5.8

1.K29.CE

E.L99.CD2

Figura 7.8: Matriz de distancias do grafo da representacao simplificada do complexo
1PPF

[APPF-ELY-OVO E.CYS42.5G E.HIS57.CD2 E.CYS58.5G [E.LEU99.CD2 E.ASN147.CG |.THR17.CG2 |.GLU19.CB |.LYS29.CE

|[E.CYS42.5G 0 0 0 0 0 0 37 0
|E.HIS57.CD2 0 0 0 0 0 4.2 4.4 0
|E.CYS58.5G 0 0 0 0 0 0 4.7 )
|E.LEU99.CD2 0 0 0 0 0 3.6 0 0
|E.ASN147.CG 0 0 0 0 0 0 0 5.8
[ILTHR17.CG2 0 4.2 0 36 0 0 0 0
|I.GLU19.CB 3.7 44 47 0 0 0 0 0
|1.LYS29.CE 0 0 0 0 5.8 0 0 0

A matriz de distancias é quadrada e simétrica (S € R™"), onde n é dado pelo
numero de atomos da enzima mais o nimero de atomos do inibidor. No exemplo,
temos 5 atomos da enzima (E.CYS42.SG, E.HIS57.CD2, E.CYS58.5G, E.LEU99.CD2,
E.ASN147.CG) e 3 atomos do inibidor (I.THR17.CG2, I.GLU19.CB, I.LYS29.CE). Logo
n = §8, e a matriz de entrada é M8x 8, cujos valores correspondem as distancias euclidianas

entre os atomos da enzima e do inibidor.

7.7.1.2 Passo 2: Geragao da matriz de areas de contatos AC

A partir da matriz de distancias é gerada a matriz com as areas de contato entre os

atomos da enzima e do inibidor (matriz AC'). Recorda-se que o cdlculo da area de contato
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foi realizado empregando-se o método SR (veja secao 7.4.2). A figura 7.9 é a matriz de
contatos AC representativa do grafo bipartido da figura 7.10, cujos valores das arestas sao

os valores das dreas de contato entre os 4tomos da enzima e do inibidor.

Figura 7.9: Matriz de contatos AC' representativa das areas de contatos do modelo
simplificado 1PPF

"E.L99.CD2"™

n

"I.E19.CB"

E.H57.CD2"
"E.N147.CG"
"E.C42.5G" i "E.C58.5G" ¢ "I.T17.CG2" "I1.K29.CE"

(,1] [,2] [,3] (.41 [,3] [,06] (.71 [,8]
"E.C42.sG" [1,]| 0.00 0.00 0.00 0.00 O0.00| 0.00 51.44 0.00
"E.H57.CD2"[2,]| 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00(/38.96 35.06 0.00
"E.C58.sG" [3,]| 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00f 0.00 31.66 0.00
"E.L99.CcD2"[4,]| 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00||50.64 0.00 0.00
"E.N147.CG"[5,]| 0.00 0.00 0.00 ©0.00 0.00|| O.00 0.00 7.7°%
"I.T17.CG2"[6,]| 0.00 38.96 0.00 50.64 0.00ff 0.00 0.00 0.00
"I.E19.CB" [7,]1]51.44 35.06 31.66 0.00 0.00ff 0.00 0.00 0.00
"I.K29.CE" [8,]| 0.00 0©0.00 O0.00 0.00 7.79| O0.00 0.00 0.00

Figura 7.10: Grafo representativo da matriz de contatos AC

E.C42.5G
1.LE19.CB
E.C58.5G
E.H57.CD2 1.717.CG2
E.L99.CD2
1.K29.CE

E.N147.CG

7.7.1.3 Passo 3: Criagao da matriz Laplaciana Normalizada AC Lrw

A matriz Laplaciana Normalizada AC Lrw é obtida a partir da matriz Laplaciana e
matriz diagonal D. Por sua vez, a matriz Laplaciana é dada pela formula ACL = D — AC),
onde AC' é a matriz de areas de contatos calculada no passo 2.

Na matriz D, cada valor da diagonal corresponde ao grau do vértice que, por
sua vez, é obtido pela soma dos valores da linha correspondente na matriz AC. Logo,
o valor da segunda linha e segunda coluna dss é igual a soma dos valores acsy, acoo,

..., acgg da segunda linha da matriz AC, ou seja, dys = ace; + acoy + ... + acog. Por



7.7. Agrupamento espectral 97

exemplo, a partir da segunda linha da matriz da AC (figura 7.9), ao somarmos os valores
0+0+0+0+0+38.96 + 35.06 + 0, obtemos o total de 74.02 para o grau do vértice que

ficara na segunda linha e segunda coluna da matriz diagonal D (veja a figura 7.11).

Figura 7.11: Matriz diagonal D calculada para o modelo simplificado 1PPF

"E.H57.CD2"[2,] 0.00 0.00 O0.00 0.00 0.00 38.96 35.06 0.00

|+ ]
74.02

,11 21 [,31 [,4 [,51 [,61 [,71 [,8]
"E.C42.5G" [1,] 51.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
"E.H537.CD2" [2,] 0.00 74.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
"E.C58.5G" [3,1] 0.00 0.00 31.66 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
"E.L99.CD2" [4,] 0.00 0.00 0.00 50.64 0.00 0.00 0.00 0.00
"E.N147.CG" [5,] 0.00 0.00 0.00 0.00 7.79 0.00 0.00 0.00
"I.T17.CG2" [6,] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 89.60 0.00 0.00
"T.E19.CB" [7,1] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 118.15 0.00
"I.K29.CE" [8,] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.79

Uma vez calculadas a matriz AC' e a matriz diagonal D, calcula-se a matriz Lapla-
ciana AC'L subtraindo-se de D a matriz AC: ACL = D — AC. Na figura 7.12, vemos o
resultado dessa subtragao. Note, por exemplo, que o elemento aclyi, ou seja, o elemento
da primeira linha e primeira coluna da matriz AC'L é obtido subtraindo-se 0 do valor
51.44, onde cada um corresponde, respectivamente, ao elemento ac; da matriz AC e ao

elemento dy; da matriz D.
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Obtida a matriz laplaciana ACL, podemos gerar a matriz laplaciana normali-
zada ACLrw. Os valores dessa matriz sdo calculados dividindo-se cada linha da ma-
triz laplaciana AC'L pelo respectivo grau da linha que corresponde ao valor do elemento
da diagonal ACL. Como podemos ver no exemplo abaixo, figura 7.13, o grau da pri-
meira linha de ACL corresponde ao valor 51.44 do elemento acly; da diagonal de ACL.
Dividindo-se a primeira linha de AC'L por 51.44, obtemos a primeira linha da matriz
laplaciana normalizada ACLrw. Para obter a segunda linha de ACLrw, dividimos a
segunda linha de AC'L pelo grau 74.02. Logo temos, aclrwss = —38.96/74.02 = —0.53
e aclrwy; = —35.06/74.02 = —0.47. O mesmo procedimento é realizado sucessivamente

para as demais linhas da laplaciana normalizada.

Figura 7.13: Calculo da matriz Laplaciana Normalizada AC Lrw do modelo simplificado
1PPF

"E.C42.5G" [l’,"]/, 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -51.44 0.00 o

1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00

(~11 [,21 [,31 [,41 [,51 [,®e1 [,71 [.,8]
"E.C42.5G" [1,] 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
"E.H57.CD2" [2,] 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 -0.53 -0.47 0.00
"E.C58.86" [3,] 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
"E.L99.CD2" [4,] 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
"E.N147.CG" [5,] 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 -1.00
"I.T17.CG2" [6,] 0.00 -0.43 0.00 -0.57 0.00 1.00 0.00 0.00
"I.E19.CB" [7,] -0.44 -0.30 -0.27 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00
"I.K29.CE" [8,] 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 1.00

-

7.7.1.4 Passo 4: Decomposicao espectral da matriz Laplaciana Normalizada
ACLrw

Na decomposicao espectral, procuramos encontrar os autovalores e autovetores
associados a matriz laplaciana normalizada AC'Lrw. Na figura 7.14 sao mostrados os
autovalores calculados a partir de AC Lrw.

A indicagao da quantidade de componentes conexos de um grafo é uma propriedade
fundamental dos autovalores. Essa quantidade é dada pelo nimero de zeros presentes, ou
seja, pela sua multiplicidade. Logo, podemos inferir que para o nosso exemplo, ha dois

componentes conexos (colunas 7 e 8 da figura 7.14).
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Figura 7.14: Autovalores da matriz Laplaciana Normalizada AC Lrw do modelo simpli-
ficado 1PPF

.11 ,21y f[,31 [,417 .51 [,e] [,7] [,8]
[1,1 2.00 2.00 1.80 1.00 1.00 0.20 0.00 0.00

/

Nlmero de componentes conexos:
dado pela pelos autovalores = 0

Para identificarmos quais sao esses dois componentes conexos, é necessario calcular
os autovetores. Estes, associados aos autovalores, sdo vetores indicativos dos componentes
conexos. Os autovetores do nosso exemplo sao mostrados na figura abaixo 7.15.

Como sabemos quais sao os autovetores correspondentes aos dois componentes co-
nexos? Para isso, necessitamos descobrir qual é o autovetor associado a cada autovalor
0. Olhando a matriz de autovetores (figura 7.15), o autovetor é dado pela coluna cor-
respondente a coluna do autovalor 0. Entao, para o autovalor 0 da coluna 8 ( figura
7.14), temos o autovetor na matriz de autovalores na coluna 8 (7.15), dado pelos valores
0.41,0.41,0.41,0,0.41,0.41,0. Observa-se que ha dois valores repetidos: 0 e 0.41. Esses
valores indicam que ha dois componentes conexos e mostram quais sao os vértices per-
tencentes a cada componente conexo. Quais sao os atomos relacionados a esses valores?
Associados ao valor 0, temos os atomos C'G da asparagina 147 e C'E da lisina 29 for-
mando um grupo (veja na figura 7.15 abaixo). Formando outro subgrupo, associado ao
valor 0.41, temos os atomos SG da cistina 42, C'D2 da histidina 57, SG da cistina 58,
C'D2 da leucina 99, CG2 da treonina 17 e C'B do glutamato.
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Figura 7.15: Matriz de autovetores obtida a partir da matriz Laplaciana Normalizada
AC Lrw do modelo simplificado 1PPF

(.11 .21 I[.,31 .41 [.,51 [.61 [,71 [.,8]
"E.C42.5G" [1,] -0.03 0.41 0.43 0.61 0.16 0.43 0.26 0.41
"E.H57.CcD2" [2,] -0.03 0.41 -0.09 -0.24 -0.68 -0.09 0.26 0.41
"E.C58.5G" [3,] -0.03 0.41 0.43 -0.73 0.50 0.43 0.26 0.41
"E.L99.CD2" [4,] -0.03 0.41 -0.56 0.19 0.52 -0.56 0.26 0.41
"E.N147.cG" [5,] 0.70 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.54 0.00
"I.T17.CG2" [e6,] 0.03 -0.41 0.45 0.00 0.00 -0.45 0.26 0.41
"I.E19.CB" (7,1 0.03 -0.41 -0.34 0.00 0.00 0.34 0.26 .41
"I.K29.CE" [8,] -0.70 0.00 0.00 ©O0.00 O0.00 ©0.00 0.54 .00
E.C58.5G @ E.CA2.5G
"4.&"_.1. E.E19.CB
an
E.H57.CD2 '
42 Qo
-‘ ENI4T.CO g
E.L99.CD2 38 )
e  Imrccz 1.K29.CE

7.7.1.5 Passo 5: Sele¢gdo de uma submatriz P, contendo apenas os k dltimos

autovetores correspondentes aos k£ menores autovalores

Para aplicarmos um algoritmo de agrupamento (PAM) e obtermos esses grupos,
selecionamos uma submatriz P, da matriz de autovetores. Para um agrupamento de 3
grupos (k = 3), por exemplo, temos a matriz apresentada na figura 7.16, obtida das trés

ultimas colunas da matriz de autovetores da figura 7.15.

Figura 7.16: Selecao da submatriz Py a partir da matriz de autovetores

[.0] [.7] L[.8]
"E.C42.5G" [1:] 0.43 0.26 0.41
"E.H27.CD2" [2,] -0.0% 0.26 0.41
"E.C58.5G" [3:] 0.43 0.26 0.41
"E.L99.CD2" [4,] -0.36 0.26 0.41
"E.N147.CG" [3,] 0.00 0.24 0.00
"I.T17.CG2" [6;] -0.45 0.26 0.41
"I.E19.cCB" oy 0.34 0.26 0.41
"I.KZL9.CE" L85 ] 0.00 O.24 0.00
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7.7.1.6 Passo 6: Aplicacao de k-medoides para rotular k grupos em P

Ao aplicarmos o algoritmo de agrupamento k-medoides em Py, obtemos os grupos
rotulados. Isso pode ser visto no exemplo abaixo (figura 7.17). Ao aplicarmos o k-
medoides (PAM) na matriz que contém os trés autovetores (k = 3), temos como resultado
do agrupamento uma outra matriz onde os atomos estao na coluna 1 e na coluna 2 temos

o numero do grupo a que pertence cada atomo.

Figura 7.17: Processo de obtencao dos grupos com aplicagdo do k-medoides

(61 [,71 [,8] [,1] [,2]
"E.C42.8G" [1,] 0.43 0.26 0.41 [1,] "E.C42.8G" "1"
"E.H57.CD2" [2,] -0.09 0.26 0.41 [2,] "E.H57.CD2"
"E.C58.8G" [3,] 0.43 0.26 0.41 PAM [3,] "E.C58.8G" "1"
"E.L99.CD2" [4,] -0.56 0.26 0.41 [4,] "E.L99.CD2"
"E.N147.CG" [5,] 0.00 0.54 0.00 [5,]1 "E.N147.CG" "3"
"I.T17.CG2" [6,] -0.45 0.26 0.41 [6,] "I.T17.CG2"
"I.E19.CB" [7,] 0.34 0.26 0.41 (7,1 "T.E19.CB" "1v
"I.K29.CE" [8,] 0.00 0.54 0.00 [8,] "I.K29.CE" "3"
E.C42.5G
E.C58.5G L
9., 77 eer0.c8
©
o
E.H57.CD2 '
a2 h
[ E.N147.CG “e
X 38,
aL’ -
E.L99.CD2 36
L}’ LT17.CG2 1.K29.CE

Esse resultado do k-medoides em formato de matriz, refere-se ao modelo estrutural
também presente na figura 7.17. Os atomos F.C42.5G, E.C58.5G ¢ E.E10.C B perten-
cem ao grupo 1 (em vermelho). O grupo 2 (amarelo) é formado pelos dtomos E.H57.C' D2,
E.L99.CD2 e 1.T17.CG2. Enquanto o grupo 3 (azul) contém os dtomos FE.N147.CG e
1.k29.CE.

Para avaliar a qualidade desses agrupamentos formados foi utilizado o coeficiente
de silhueta. Observa-se na figura 7.18, que os melhores grupos formados para o nosso

exemplo, sao obtidos para k =2 e k = 3.
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Figura 7.18: Grafico com coeficientes de silhueta - grupos do modelo simplificado 1PPF

k x avg_width

1.0

— 1PPF

Silhouette avg_width

00 02 04 06 038

I [ I I [ I
2 4 6 8 10 12

k clusters

Quando k& = 2 temos o valor 6timo para o coeficiente de silhueta, que é igual a 1.

Os grupos formados nessa situacao sao visualizado na figura 7.19. Quando k£ = 3, o valor

aproximado de 0.7 para o coeficiente de silhueta indica que o grupo formado tem uma

boa estrutura. Esses trés grupos formados sao visualizado na figura 7.20.

Figura 7.19: Agrupamento com dois grupos para o modelo simplificado 1PPF

£.C58.5G £.C42.56 j
o 90,71 eproc8 e
2 ‘0 r: "”a" \\\
" * !': /’/ ‘\\‘
E.H57.CD2 {‘,J ;
“ .
v / E.N147.CG . .‘

E.L99.CD2 3f
o 1.T17.CG2

-
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Figura 7.20: Agrupamento com trés grupos para o modelo simplificado 1PPF
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Capitulo 8

Resultados e discussao

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados da aplicagao do agru-
pamento espectral para identificar sitios hidrofébicos em complexos serino peptidases e
inibidores proteicos e a correspondéncia entre os sitios do lado da enzima e do lado do
inibidor. As enzimas dos complexos selecionados sao do Tipo Tripsina (tripsina, qui-
motripsina, elastase, proteinase A e B, Fator Xa) e Tipo Subtilisina (subtilisinas BPN
e Carlsberg e Thermitase) interagindo com os inibidores, compreendendo ovomucédide
(OMTKY3 e OMTKY?2), Eglina C, Ecotina, BPTI, SLPI, Serpina, Elafin, Potato Inhibi-
tor, BBI, MCTI-A e CMTI.

Primeiramente sao apresentados graficos de distribuicao da area de contato entre
enzima/inibidor calculada para os complexos em termos das caracteristicas polares e apo-
lares. Em seguida sao apresentados os resultados e discussao sobre os mapeamentos das

regioes hidrofébicas de cada complexo.

8.1 Analises da Inibicao Cruzada

Uma das primeiras agoes desta tese, no sentido de dar continuidade ao trabalho
publicado na Bioinformatics [Goncalves-Almeida et al. (2012)], foi uma andlise porme-
norizada da inibi¢do cruzada, envolvendo: uma tipo tripsina com inibidor ovomucoide
(IPPF:TRY-OVO), uma tipo subtilisina com inibidor ovomucoide (1IROR:SBN-OVO),
uma tipo tripsina com inibidor eglina (1ACB:TRY-EGL), uma tipo subtilisina com inibi-
dor eglina (ITEC:SBN-EGL). Logo, temos duas classes de peptidases diferentes inibidas
por dois inibidores também diferentes numa relagao cruzada 2 para 2. Notem que es-
tamos trabalhando ndo somente com duas enzimas estruturalmente distintas (estdo em
clas diferentes na classificaggo MEROPS), mas também dois inibidores estruturalmente
distintos (também em clas diferentes na MEROPS). Vide tabelas 7.3 e 7.4.

Um primeiro estudo feito foi das distribui¢des PDF ( Probability Distribution Func-

tions) para esses 4 complexos. Para essas analises, foram considerados APOLARES todos
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os carbonos, exceto aqueles do backbone. Todos os demais atomos foram tratados como
POLARES. O perfil dessa primeira distribuigao ¢ visto na figura 8.1 (A) e (B).

Figura 8.1: Distribuicao de densidade para as areas de contatos dos complexos 1PPF,
1ACB, 1ROR e 1TEC em funcao da classificagdo dos atomos. (A) e (B): perfil apolar
para o experimento inicial e o final, respectivamente. (C) e (D): perfil polar para o
experimento inicial e o final, respectivamente.
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Um primeiro fato relevante estd em perceber que os valores méximos de Ac em
torno de 60A2? sio condizentes com os valores estimados pela equacdo SR para nuvens
de van der Waals de carbonos tetraédricos (SP3) em contato, conforme relatado na segao
7.4.2. Mas, algo bem mais curioso se sobressai numa analise visual: o perfil da distribuicao
POLAR néao distingue os 4 complexos, havendo grande similaridade. Isso nao se constata
para o perfil APOLAR: 1PPF:TRY-OVO que tende a se assemelhar com 1ACB:TRY-
EGL, e 1IROR:SBN-OVO a se emparelhar com 1TEC:SBN-EGL.

E a andlise estatistica corrobora essa percepc¢ao visual. Se assumirmos que os
dados foram amostrados de PDF continuas, podemos aplicar o teste de homogeneidade

das distribuigoes de Kolmogorov-Smirnov (KS-Test), com a hipétese nula Ho aferindo se
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Tabela 8.1: Perfil Apolar

Experimento i tator 1 Ks-test
ib) Descricio rea contato: p-value para ks-tes
1PPF 1ROR 1TEC 1ACB
Experimento inicial: apolar (a): inclusao de todos os IPPF1.00 011 0.16  0.83
1 carbonos (C), exceto CA e C (da carbonila) IROR - 0.11 - 1.00 - 0.97 0.03
’ 1TEC 0.16 097 1.00 0.07
1ACB 0.83 0.03 0.07 1.00
1PPF 1ROR 1TEC 1ACB
Experimento final: apolar (a): todos os carbonos nao IPPF - 1.00 0.0 0.04 0.87
2 meso + todos os enxofres (S). Carbonos meso (m) IROR 0.011.00  0.97 0.0
' 1TEC 0.04 097 1.00 0.01
1ACB 0.87 0.00 0.01 1.00
Tabela 8.2: Perfil Polar

Experimento . )
i Descricio Area contato: p-value para ks-test
1PPF 1ROR 1TEC 1ACB
Experimento inicial: polar (p): todos os polares (N e IPPE1.00 - 0.98 = 0.94 0.8
1 O) 4 C da carbonila e CA () 1IROR 098 1.00 0.90 0.97
rhott ! ITEC 0.94 0.90 1.00 0.95
1ACB 0.89 097 0.95 1.00

1PPF 1ROR 1TEC 1ACB
1PPF 1.00 0.85 0.91 1.00
2 | Experimento final: polar (p): todos os ndo apolares |[1ROR 0.85 1.00 0.92 0.77
1ITEC 091 0.92 1.00 0.86
1ACB 1.00 0.77 0.86 1.00

as amostragens produzem oscilagoes estatisticas aceitaveis de uma mesma distribui¢dao. O
resultado do K'S pode ser visto nas tabelas 8.1 e 8.2, ID=1. Vemos que as diferengas nao
sao significativas (p-value alto) para os pares de curvas que nosso olho considera como
assemelhadas.

A conclusao possivel que se pode chegar é que os contatos POLARES nao sao dis-
criminativos para as distribui¢oes de Ac para esses 4 pares peptidase-inibidor em inibi¢ao
cruzada. Mas, os contatos APOLARES sao. E o sao de tal forma que é o lado ENZIMA
que impoe o seu perfil hidrofébico como discriminador. Em outras palavras, os inibidores,
mesmo tao diferentes quanto ovomucoide e eglina, sdo obrigados a se adaptar a superficie
hidrofébica das peptidases.

E mais: o fato de estarmos constatando que as distribuigoes POLARES sao indi-
ferenciadas podem implicar que a quantidade e a intensidade dos contatos polares sob a
métrica Ac sao muito semelhantes nos 4 complexos. Algo que faz certo sentido, dado que
a maior parte dos contatos POLARES envolverao pontes de hidrogénio e pontes salinas,
cujas distancias 6timas de contato tendem a variar pouco. O inusitado aqui seria cons-

tatar que nos 4 complexos presenciamos uma quantidade média similar desses contatos,
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de tal forma que as distribuig¢oes sao similares. O mesmo nao ocorre com os contatos
APOLARES. Cada grupo de enzimas (pelo menos, nesses 4 complexos avaliados) parece
ter sua especificidade.

Do ponto de vista termodindmico, isso pode indicar que fatores entrépicos (aqueles
ligados a hidrofobicidade) teriam certa primazia sobre os fatores entélpicos na diferenci-
acao dos valores do AG de binding. Infelizmente, nao tivemos tempo para confirmar
essa hipotese nesta tese, e serd algo que pretendemos avaliar em trabalhos futuros. Seja
como for, a dissecagao energética feita por [Baker and Murphy (1997)] (e discutida na
Introdugao) parece ir nessa dire¢do também.

As figuras 8.96 e 8.100 mostram os subclusters desses 4 complexos no contexto
estrutural em imagens construidas a partir do Pymol.

H4a um dltimo ponto a destacar. Apesar de ovomucoide (OVO) e eglina (EGL)

serem estruturalmente tao diferentes, em suas algas inibitorias elas apresentam um padrao

marcante:
SUBCLUSTER [1 ]J[2][3 J[4][5]][6 ][7]
1PPF: TRY-OVO: [PA|[T][CL][E]J[R][Y |[ ]
1ACB: TRY-EGL: [ P]J[T][VL][D][R]ILY ][ ]
1ROR: SBN-OVO: [PA|[T][ L][ JIR][Y |J[ ]
1TEC: SBN-EGL: [ P][T][ L][D]J[R]J[L J[Y]

Algumas pré-conclusdes notaveis:

o 1° SUBCLUSTER: OVO tem uma A entre P e T', mas sua insercao ainda a mantém
no mesmo subcluster. Se olharmos nas figuras 8.96 e 8.100 constatamos que os

contatos feitos por PA em OVO tém equivaléncia com P em EGL;

o 2° SUBCLUSTER: é T em ambas, e a grande contribui¢cao hidrofébica vem do seu

carbono gama (CG2), aquilo que T tem a mais em relagao a S;

o 3° SUBCLUSTER: ha presenca de uma L que se encaixa no bolsao de especifici-
dade, mas nas tipo tripsinas, os inibidores OVO e EGL oferecem a mais, contatos

hidrofébicos de um C' e um V', respectivamente.

e 4° ¢ 5° SUBCLUSTERES: é marcante a presenca de residuos carregados aqui, sendo
negativos no primeiro (D ou E) e positivos no segundo (R). Mas, eles também ofere-
cem contatos hidrofobicos através de seus grupos metis antecedendo os carboxilatos
e aminos. Em 1ROR, ha a presenca de um E negativo no 4° subcluster, mas ele nao
foi flagrado fazendo contatos hidrofébicos no cristal, o que nao quer dizer que isso

nao possa acontecer se a 1ROR estiver livre no solvente.

o 6° SUBCLUSTER: temos uma situagao parecida com o que analisamos no 1° sub-

cluster, com um LY nas EGL, mas apenas Y nas OVO, mas ambos fazem contatos
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equivalentes. Na 1TEC, um Y também estd presente, mas ele faz contatos num

subcluster separado (ndo mostrado nas figuras).

o« GERAL: de forma geral, as redes de contatos hidrofébicos em tipo tripsinas tendem

a ser mais complexas e numerosas que em tipo subtilisinas.

Vemos, portanto, que na estranha algebra biolégica, PA = P eY = LY. O que
importa é que ambos tenham no computo final intensidade de interacoes equivalentes
no nivel atomico. Isso nao deixa, de certa forma, de justificar os “gaps” que sao usados
nos alinhamentos de sequéncias. Mas, também revela que anélises em granulosidade no
nivel dos residuos podem ser imprecisas, dado que as interagoes operam no nivel atomico.

Voltaremos a discutir isso mais adiante.

8.2 Definicao dos tipos de atomos

A andlise desses 4 complexos em inibi¢ao cruzada também serviu para nos auxiliar
a encontrar a melhor particdo de tipos de atomos POLAR e APOLAR. Isso pode ser
aferido nas tabelas 8.1 e 8.2. A metodologia que utilizamos foi tentar uma particao que
maximizasse os valores de p-values entre os pares (IPPF:TRY-OVO, 1ACB:TRY-EGL) e
(IROR:SBN-OVO,1TEC:SBN-EGL) e minimizasse (1PPF:TRY-OVO, 1IROR:SBN-OVO)
e (IACB:TRY-EGL,1TEC:SBN-EGL).

Ajudou-nos também a selecionar quais carbonos considerar como MESQO, dentro
daquela ideia de vizinhanca POLAR. Acabaram definidos como: QQ.CD, S.CB, N.CG,E.CD,
D.CG, K.CE. T.CB, R.CZ, Y.CZ. Excec¢ao aos carbonos da histidina, que nao foram con-
siderados MESO, mesmo estando ligados a dtomos POLARES. Se isso fosse feito, apenas
o carbono beta seria considerado APOLAR. A histidina é um residuo versatil, sendo bem
aceita tanto na superficie (em contato com a dgua) quanto no interior das proteinas (ao
lado de outros hidrofébicos).

Dentre as classificagoes apresentadas na tabela 7.8, apds inimeros testes, a “me-
lhor” definicdo do que considerar APOLAR ou POLAR pode ser vista na tabela 8.3.
Melhor no sentido dos objetivos perseguidos por esta tese, de ressaltar as correspon-
déncias hidrofébicas entre enzima e inibidor. Para isso, procuramos uma definicdo mais
estrita de APOLAR, colocando nesse conjunto apenas os atomos com alta chance de serem
realmente apolares.

Seja como for, a andlise comparativa dos p-values nas tabelas 8.1 e 8.2 e dos

tragados das distribuigoes PDF nos gréficos das figuras 8.1 (A a D) revela que hd uma
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Tabela 8.3: Classificacao dos dtomos - classes

Classe atomica | Subclasses
Apolares a
Polares b, c,i, m, p

certa robustez em se usar uma definigio mais abrangente de APOLAR (incluindo os

MESOS) ou néao (sem os MESOS).

8.3 Distribuicao estendida para os 36 complexos

A mesma tendéncia da distribuigdo das dreas de contato (Ac) enzima/inibidor se
mantém para os demais 36 complexos da base de dados. A Figura 8.2 mostra separada-
mente os perfis APOLAR e POLAR. O perfil POLAR mantém-se ainda homogéneo, mas
vemos uma oscilagdo maior para alguns casos. O perfil APOLAR continua com seu poder
discriminatério, mas nao fica tao evidente a separagdo em dois grandes subgrupos (um
para tipo tripsina e outro para tipo subtilisina) conforme haviamos previsto com o estudo
da inibig¢do cruzada com os 4 complexos feita acima.

Uma andlise mais pormenorizada de quais seriam esses subgrupos ficou para tra-
balhos futuros a esta tese. Em funcao do tempo escasso, preferimos avancar no estudo
dos padroes do agrupamento espectral nos 36 complexos, até porque eles poderiam nos
dar insigths sobre como melhor explicar a complexidade das distribui¢oes de Ac polares

e apolares evidenciados na figura 8.2.
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Figura 8.2: Graficos de distribuigao das dreas de contato apolar e polar (36 complexos).
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8.4 Regioes hidrofébicas em cada complexo

Nesta secao, serdo apresentadas as regioes hidrofobicas complementares enzima/inibidor
encontradas em cada complexo da base de dados estudada, com énfase para o lado do
inibidor, visto que ja foi mostrado em Gongalves-Almeida et al. (2012) a existéncia das
regioes hidrofobicas conservadas no lado enzima. Em alguns casos, essas regioes dos com-
plexos sao comparadas com as regioes do complexo de referéncia 1PPF e em outros com
complexos que tenham o mesmo inibidor ou que seja da mesma familia.

Trés tipos de imagens ajudam a entender cada complexo. A primeira, é uma
imagem da interface feita no Pymol, a partir das coordenadas atomicas da estrutura
resolvida depositada no PDB. Na visao 3D a enzima é representada no formato "surface”
e parte do inibidor (al¢a inibitéria e outros residuos) em sticks. Um padrao de cores
identifica cada subcluster no lado enzima, acompanhado também de um id numérico.

A segunda é constituida por um grafico com o coeficiente médio de Silhueta dos
subclusters. Na ordenada, temos esse coeficiente médio de silhueta, e na abscissa o nu-
mero k de subclusters. Pontos em branco indicam que nenhum subcluster teve silhueta
negativo; pontos em cinza, que houve subclusters em que a silhueta de algum ponto ficou
perto de zero (entre —0.5 e +0.5); pontos em preto, que algum ponto teve silhueta nega-
tivo. Lembrando que uma silhueta perto de zero indica que ha dois ou mais subclusters
disputando aquele ponto (provavelmente um outlier). Uma silhueta negativa, que aquele
ponto poderia ter sido melhor alocado a outro subcluster.

A fim de facilitar o entendimento dos padroes, foi montando modelos de visuali-
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zacao mais simplificados que os das estruturas tridimensionais no Pymol, como projecoes
2D das interfaces, onde cada subcluster é representado por elipses, e as letras indicam
os residuos envolvidos, tanto do lado enzima, quanto inibidor. Esta é a terceira imagem.
Neste modelo, é calculado o centro geométrico dos atomos do residuo envolvido em cada
subcluster, e projetado em 2D no plano z=0; ou seja, das coordenadas (x,y,z), considera-se
(x,y,0). A elipsoide minima que cerca todos esses atomos projetados em cada subcluster é
tragada, usando a funcao do R ellipsoidhull. O padrao de cores aqui € o seguinte: letras
em vermelho negrito indicam residuos do lado enzima; letras em azul negrito residuos
da alga inibitoria; letras em azul simples, residuos do inibidor, mas que nao sao da alca.
Sao considerados residuos da alga inibitoria aqueles contiguos na sequéncia que se alo-
jam ou assentam na regiao da interface da enzima, formando o que a literatura costuma
chamar de loop. A imagem do modelo também mostra, no subtitulo: o silhueta médio, o
ntmero k de subclusters e o c6digo de 3 letras que identifica a peptidase e o inibidor.
Como nossa granulosidade é no nivel atomico, é permitido que atomos diferentes
de um mesmo residuo pertencam a subclusters diferentes. Como na figura a visualizagao
é no nivel de residuos, pode acontecer que duas letras proximas nos limites de cada elipse
sejam do mesmo residuo. Por exemplo, na Figura 8.3, o residuo H, em vermelho, nas
subregioes 2 e 4 da representagao grafica intitulada Clustering Model - 1PPF sao da
mesma histidina. De certa forma, enquanto residuo, essa histidina comporta-se como um

elemento de conexao entre os subcluster 2 e 4 na figura.

8.4.1 Complexos Tipo Tripsinas e Inibidores

Analisamos primeiro aqui os complexos envolvendo peptidases tipo tripsinas e res-

pectivos inibidores. Dos 36 complexos, 27 complexos (75 %) sao desse tipo.
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8.4.1.1 Complexo 1PPF

Figura 8.3: 1PPF (Elastase de leucécitos humanos - ELY e OMTKY3): visdo 3D do
complexo com regioes hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Para o complexo 1PPF 6 regioes hidrofobicas envolvendo residuos da enzima e do
inibidor foram delineadas como o maior niimero de grupos que podem ser formados com
boa qualidade (Figura 8.3), pois os valores médios do coeficiente de Silhueta estdo entre
0.6 €0.8 (0.6 <s,, <0.8) para4 <k <6. O residuo Leul8I esté na posicao P1 do sitio
de ligacao e fica entre os seguimentos 214-216 e 191-192 da cadeia principal do bolsao de
especificidade da ELY [Bode et al. (1986)]. O subcluster 3, contém a Leul8I e residuos
desses segmentos como Val216E, Vall90E, Cys191E, Phel92E, Asp192E, Aspl194E, além
de Ala213E, Ala220E e Asp226E. Logo, a formacao da regiao reflete as caracteristicas

presentes na estrutura em termos de contatos estabelecidos inibidor /enzima.



8.4. Regides hidrofébicas em cada complexo 114

8.4.1.2 Complexo 1ACB

Figura 8.4: 1ACB (a-Quimotripsina e Eglina C): visdo 3D do complexo com regides
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Para k = 6, os subclusters hidrofébicos obtidos para 1ACB foram comparados
com o modelo de 1PPF. As enzimas a-Quimotripsina e ELY tém 35% de identidade
sequencial, mas tém alto grau de similaridade estrutural [Frigerio et al. (1992)]. Os
inibidores eglina (EGL) e ovomucoide (OMTKY3) sao dois inibidores nao homdlogos
(estdo em clas diferentes, conforme dito).

EGL é um forte inibidor de a-Quimotripsina e também de elastases e subtilisinas,
com constante de inibicdo K; variando entre 10° e 10''M;. Quando se liga a [3-tripsina

bovina e elastase pancredtica sufna K; estd no intervalo de 10° a 10°M;.
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Figura 8.5: Exemplo do modelo geral para os complexos 1PPF e 1ACB.
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Figura 8.6: Visao 3D de 6 (k=6) regioes hidrofébicas correspondentes (enzima-inibidor)
para complexos 1PPF e 1ACB.
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8.4.1.3 Complexo 4B2B

Figura 8.7: 4B2B (Tripsina com Eglina C): visao 3D do complexo com regioes hidrofé-
bicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.8: 1ACB e 4B2B: comparagcao de clusters.
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Uma variante de tripsina complexada com a Eglina mutante (L45K) formam o

complexo 4B2B. As regioes hidrofébicas para esse complexo sdo muito semelhantes as
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obtidas para 1ACB (CHY/EGL), com ilustra a Figura 8.8. A regido 3 em termos de
composicao dos residuos dos inibidores refletem a diferenca na sequéncia da alca devida
a mutacao L45K. Na vizinhanca da regiao 6 de 4B2B, um subcluster de residuos noloop
estd presente, em contraste com 1ACB. A regiao 6 de 1ACB se sobreposta a regiao 6 de

4B2B mantém a correspondéncia L-L, Y-Y.

8.4.1.4 Complexo 1F2S

Figura 8.9: 1F2S (f-tripsina e MCTI-II): visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O complexo 1F2S tem o inibidor MCTI-II da familia 17 (SQF) que difere de
OVO e EGL. A alga inibitoria de MCTI-IT é formada por ICPRIW em contraste com
PACTLERY do OMTKY3 de 1PPF e com PVTLDLRY da EGL de 1ACB. Ao se com-
parar os subclusters destes complexos (Figuras 8.10 e 8.11), para k = 6, a regido 2 tem
o residuo P para os inibidores de 1PPF e 1ACB e T para o inibidor de 1F2S. Quando
se compara as regides de 1F2S com 1PPF (ambos contendo enzima do tipo Tripsina),

ha muita semelhanca entre os posicionamentos dos clusters. No entanto, as regioes 4 e
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5 em 1F2S se fundem (8.9). Além disso, considerou-se que a regiao 6, é composta por
YHYTWH, embora no modelo sejam mostrados dois subgrupos YW e HYTWH. O

W ¢é o mesmo residuo que esta na fronteira entre os dois subgrupos.
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Figura 8.10: 1PPF e 1F2S: comparacao de clusters.
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Figura 8.11: 1ACB e 1F2S: comparacao de clusters.
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Para k = 4 subclusters, 1F2S tem um arranjo mais parecido com 1ACB do que
com um 1PPF (Figuras 8.12 ¢ 8.13).
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Figura 8.12: 1PPF, 1ACB e 1F2S: comparacao de clusters (k=4).
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Figura 8.13: 1PPF, 1ACB e 1F2S: visdo de grafos e estrutura tridimensional (k=4).
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Ao realizar essa varredura no numero de clusters e considerando-se os coeficientes
médios de Silhueta que caracterizam a formagao de clusters de boa qualidade, aplicou-se
a mesma abordagem para os demais complexos apresentados abaixo e construiu-se um
modelo contendo de 4 a 5 regioes hidrofobicas conservadas tanto para tripsinas quanto

subtilisinas, na maioria dos casos.
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8.4.1.5 Complexo 1IMCT

Figura 8.14: 1MCT (Tripsina e MCTI-II): visao 3D do complexo com regies hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Os complexos 1F2S e IMCT tém o mesmo tipo de enzimas (TRY) e inibidores
(da mesma familia (I7=SQF'). Comparando os clusters dos modelos de ambos, tem-se um
padrao bem semelhante como pode ser visto na Figura 8.15. Logo, ao se comparar 1PPF
com IMCT (8.16), as mesmas consideragoes sdo validas quando se comparou 1PPF com

1F2S. O padrao se mantém.
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Figura 8.15: 1F2S e IMCT: comparagao de clusters.
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Figura 8.16: 1PPF e 1IMCT: comparacao de clusters.
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8.4.1.6 Complexo 1PPE

Figura 8.17: 1PPE (Tripsina e CMTI-I): visdo 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Como o complexo 1PPE tem o inibidor CMTI-I pertencente a familia 17 (SQF), foi
realizada uma comparagao dos subclusters obtidos com os subclusters de 1F2S e IMCT
(Figuras 8.18 e 8.19, respectivamente). Na regido 6, 0 W dos inibidores de 1F2S e IMCT é
substituido pelos dois residuos LE da al¢a do inibidor CMTI-I. Isso é compreensivel, dado
o tamanho maior do triptofano que ocupa sozinho essa regiao nos dois outros complexos.
Sobrepondo os trés modelos (Figura 8.20), a similaridade fica mais evidente, a despeito da
presenga de uma regiao secundaria formada por residuos noloop em 1PPE (veja a regiao

em marrom na Figura 8.17.
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Figura 8.18: 1F2S e 1PPE: comparacao de clusters.
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Figura 8.19: 1MCT e 1PPE: comparagao de clusters.
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Figura 8.20: 1MCT, 1F2S e 1PPE: sobreposicao de clusters - Inibidor
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8.4.1.7 Complexo 1HJA

O complexo 1THJA, composto pela Quimotripsina C e EGL, também apresenta re-
gioes hidrofébicas semelhantes as encontradas em 1PPF (TRY /OVO),conforme se verifica
na Figura 8.22. A excecao ocorre em 1HJA pela formacao de um subcluster composto ex-
clusivamente por residuos noloop, a saber: Tyr31I e Lys291 (Figura 8.21, regido marrom).
Embora essa regiao apareca no modelo 2D como sendo aparentemente uma intersecao
entre as regioes 3 e 6, nao o é. Essa ¢ uma limitacao do modelo ao mapear a visao 3D

para 2D.
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Figura 8.21: 1HJA (Quimotripsina C e Eglina C): visdo 3D do complexo com regides
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.22: 1PPF e 1HJA: comparagao de clusters (k=6 e k=7, respectivamente).
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8.4.1.8 Complexo 3SGB

Figura 8.23: 3SGB (Streptomyces griseus proteinase B e OMTKY3): visao 3D do com-
plexo com regioes hidrofobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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3SGB é composto pela enzima SGY e OMTKY3. Na Figura 8.23 a regiao do
subcluster 6, presente nos outros modelos analisados até aqui, estda vazia, como se ele
nao existisse. Mas esse subcluster existe na 3SGB. Acontece que estamos vendo nesta
figura 8.23 o maior subcluster conexo. Se olharmos o modelo da figura 8.25 com todos
os subgrafos conexos, percebe-se que ha um elemento conexo menor, envolvendo RTY.
Outros elementos conexos com apenas um né aparecem em N e o T, e por formarem
somente uma aresta com a enzima, nao é possivel desenhar uma elipse.

Percebemos neste caso algo muito importante: a formagao dos contatos hidrofé-
bicos ndo necessariamente forma um tnico grafo todo conexo. E possivel ter subregides
desconexas do ponto de vista da sua representacao como um grafo. Mas, do ponto de
vista termodinamico, tais regioes desconexas vao fazer suas devidas contribui¢oes para o

AG de bindig. Isso pode ser visto mais claramente na sobreposicao da figura 8.26.
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Figura 8.24:
ponente conexo.
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1PPF e 3SGB: comparacao de clusters considerando apenas o maior com-
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8.25: 1PPF e 3SGB: comparacao considerando todos os componentes conexos.
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Figura 8.26: 1PPF e 3SGB: sobreposicao - Inibidores.
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8.4.1.9 Complexo 4SGB

4SGB ¢é um complexo composto de uma SGY com o inibidor PCI-I da familia
120 (POT). Esse complexo foi comparado com o 3SGB (SGY/OMTK3). As estruturas
moleculares de 4SGB e 3SGB sao muito préximas. Um dos loops de SGY (Ser35 a Gly40)
difere na conformacéo nos dois complexos em mais de 2.0 A para os dtomos da cadeia
principal. A Thr39 tem grandes diferengas com o dtomo de carbono da carbonila com um
desvio de 3.6 A. Esta conformacéo alternativa é um resultado das diferencas nas estruturas
moleculares dos residuos posteriores a P4’ do sitio reativo nos dois inibidores [Greenblatt
et al. (1989)].

Comparando-se os modelos de clusters dos dois complexos em termos de regides
presentes, o elemento desconexo presente na regiao 6 de 3SGB, RTY, nao estd presente em
4SGB (Figura 8.28). Em relacdo a composigao dos subclusters (Figura 8.29), é observada
uma boa sopreposicao entre os residuos dos inibidores. Algumas diferencas ocorrem nas
regioes 2, 4/5 e 6. Na regiao 2, o T de OVO é substituido por P em POT. Na regiao 4/5,
o RC por o N e na regiao 6 o Y por C. Na regiao 3 o residuo da posicao P1 se mantém
o mesmo em ambos (L). Em 4SGB, também ocorre uma presenga maior de noloops,
associados as regioes 2 e 3: CysbT7l (2) e Ala8I, AsnbI e Cysb3l (3) (Figura 8.27). O
inibidor PCI-1 tem 4 pontes dissulfeto, cujas cisteinas estao também visiveis no modelo,

que presumivelmente tém influéncia no conformagao do sitio reativo [Greenblatt et al.

(1989)].
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Figura 8.27: 4SGB ( Streptomyces griseus proteinase B e Potato Inhibitor I (PCI-1)):
visao 3D do complexo com regides hidrofobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de
clusters.
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Figura 8.29: 35GB e 4SGB: sobreposi¢ao de clusters - Inibidor
Clustering Model

k=(9.5)

X 3SGB-|
o _| X 45GB-|
[
> R c'fY
b g L
-
& TP =
o E"
B K
2 o |
= '
O P
o
=
| T T | 1
10 20 30 40 50

Geometric Center — x

8.4.1.10 Complexo 1Z7K

O complexo 1Z7K é composto pela S-Tripsina suina e OMTKY2 (ovomucoide do
segundo dominio, familia 11). O inibidor OMTK (Turkey egg) é um inibidor de “cabega
dupla” (double-headed), onde o segundo dominio é especifico para tripsina e o terceiro para
quimotripsina e elastase. A conexao peptidica entre esses dominios pode ser facilmente
hidrolisada e os dominios resultantes sao independentemente reativos, sendo chamados
de (OMTKY2) e (OMTKY3). Na familia Kazal, o residuo localizado em P1 tem um
papel vital na inibicdo da enzima e é responsavel por 50% de todos os contatos na inter-
face de ligagdo proteina-inibidor. Os residuos localizados nessa regiao de P3 a P4’ tém
conformagao e interagoes conservadas [[brahim and Pattabhi (2004)].

O OMTKY?2 tem um fold canonico do tipo Kazal com uma a-hélice central e uma
pequena folha-f3 antiparalela. O carbono do sitio reativo prefere uma geometria trigonal.
A geometria do loop do sitio reativo é complementar a superficie e carga do sitio de
ligacdo da [-Tripsina. OMTKY2 e OMTKY3 tem identidade sequencial em torno de
31% no ClustalW e apresentam na regiao P4 a P3’ somente a posi¢do P3 conservada
(Tabela 8.4).
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Figura 8.30: 1Z7K (5-Tripsina suina e OMTKY2): 3D do complexo com regides hidro-
fobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Tabela 8.4: Sequéncias P4 a P3’ da regiao do sitio ativo de OMTKY2 e OMTKY3. P3
é a posicao conservada entre esses dominios.

P4 P3 P2 P1 Pl P2 P3
L C N K A L N Segundo dominio
A C T L E Y R Terceirodominio

Os modelos de clusters de 127K (TRY-OMTKY2) e 1PPF (TRY-OMTKS3) nao
sdo parecidos (Figuras 8.31). Porém, na sobreposi¢do dos modelos somente contendo os
residuos dos inibidores (Figura 8.32), hd uma boa correspondéncia entre C-C, L-K, F-A,
R-N, Y-L e talvez T-N (o primeiro residuo é de 1PPF e o segundo de 1Z7K). Constata-se
também que uma L em 1Z7K pode estar fazendo o papel de uma dupla P-A em 1PPF.
H& a indicagdo de um cluster a mais para 1Z7K, colorido em verde na Figura 8.30, com
centroide numa metionina (M) e os subclusters 5 e 6 parecem que sofreram fusdo, embora,

sejam exibidos na estrutura tridimensional separadamente.
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Figura 8.31: 1PPF e 1Z7K: comparacao de clusters.
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Figura 8.32: 1PPF e 1Z7K: sobreposicao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.11 Complexo 4H4F

Figura 8.33: 4HA4F (Quimotripsina C e Eglina C): 3D do complexo com regioes hidrofé-
bicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Uma enzima CHY e o inibidor ELG sao os componentes de 4H4F. Na comparacao
dos subclusters deste complexo com 1ACB (aCHY/EGL), hd muitas semelhangas (Figuras
8.34 e 8.35). Porém, enquanto em 1ACB, LY tendem a formar o subcluster 6, em 4H4F
eles tendem & separacdo, com o Y mais préximo do subcluster 5 (Figura 8.34). O maior
afastamento entre Y e L. em 4H4F provavelmente explique a tendéncia de segregacao do

subcluster 6.
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Figura 8.34: 1ACB e 4H4F: comparagao de clusters.
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Figura 8.35: 1ACB e 4H4F: comparacao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.12 Complexo 1T80

Figura 8.36: 1T80 (Quimotripsina A e BPTI): 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Como o complexo 1T80 é uma CHY com inibidor BPTT (familia 12), foi realizada
uma comparagao dos suclusters obtidos para 1ACB cuja enzima é uma CHY (Figura

8.37). Observa-se que o BPT apresenta um padrao novo, pois a regiao 1 ou esté vazia ou

sofreu uma fusdo com a regiao 2.
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Figura 8.37: 1ACB e 4H4F: comparagao de clusters.
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Da sobreposigao do conjunto de subclusters (lado inibidor), nota-se que as prolinas
de ambos inibidores (BPTI/ELG) estao realmente em regioes distintas (Figura 8.38). Ha
boa sobreposicao entre T-C, L-W, D-A, e mais parcial entre R-R, e R-L. Ressalta-se que

o R pode fazer papel hidrofébico de um L.

Figura 8.38: 1ACB e 1T80: sobreposicao de clusters - Inibidores.
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Comparando-se 1HJA (CHY/OVO) e 1T80 (Figura 8.39) e pela sobreposi¢ao dos

clusters (Figura 8.40), novamente sdo observadas as sobreposi¢oes mais robustas T-C,

E-A e mais parciais: K-W, Y-R.
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Figura 8.39: 1HJA e 1T80: comparacao de clusters - Inibidores.
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Figura 8.40: 1HJA e 1T8O: sobreposi¢ao de clusters
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8.4.1.13 Complexo 2FI5

Figura 8.41: 2FI5 (Tripsina A e BPTI): 3D do complexo com regides hidrofébicas, coe-
ficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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2F15, composto de uma Tripsina A e o inibidor BPTI (TRY/BPT), assim como
1T80 (TRY/BPT) nao apresenta a regiao 1 observada para a maioria dos complexos
acima (Figura 8.41).

A correspondéncia é evidente entre os subclusters de 1T80 e 2FI5, conforme ob-
servado na Figura 8.42 e na sobreposi¢ao dos subclusters com residuos do inibidor (Figura
8.43). Todos os residuos sao praticamente os mesmos, conforme esperado para 0 mesmo
inibidor: P-P, C-C (regido 2), T-T (regido 3), A-A, I-I (regidao 4/5), I-I, R-R (regido 6).

Na regiao 3, entretanto, o triptofano de 1T80O tem correspondéncia com a lisina de 2FI5.
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Figura 8.42: 1T80 e 2FI5: comparacao de clusters
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Figura 8.43: 1T80 e 2FI5: sobreposicao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.14 Complexo 1YCO

Figura 8.44: 1YCO (Hepatocyte growth factor activator (HGFA) e Kunitz-type protease
inhibitor 1 (HAI-1)): 3D do complexo com regides hidrofébicas, coeficiente médio de
silhueta, modelo de clusters.
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O complexo 1YCO contém a enzima HGFA complexada com primeiro dominio
Kunitz do inibidor HAI-1 (KD1). HGFA (Ativador de fator de crescimento de hepatécitos)
é uma serino peptidase, secretada pelo figado, que converte o fator de crescimento do
hepatécito [Shia et al. (2005)]. KD1 é um inibidor da familia 12 (Kunitz-BPT).
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Figura 8.45: 1T80 e 1YCO: comparacao de clusters.
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A base de comparacao do complexo 1YCO (HGY/BPT) é o 1T80 (CHY/BPT),

pois ambos tém o mesmo inibidor.

Foi observado que embora com o mesmo tipo de

inibidor, os subclusters apresentam algumas diferencas intrigantes (Figura 8.45) que estao

relacionadas a presenca de uma ponte dissulfeto no inibidor que lhe confere flexibilidade

de interagoes (Cisteinas da regiao 2).

Figura 8.46: 1YCO: 3 algas desconexas. la:V(G)RCR; 2a: VY(GG)CL; 3a: FP.
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Isso pode ser melhor entendido a partir da figura 8.46. Vemos que o inibidor
BPT na 1YCO nao tem uma unica alca inibitéria “linear”, mas 3 subalcas que buscam
complementagao hidrofébica: a primeira, formada por Vas6 (Gasr) RassCase Roso; @ segunda
por ‘/279Y280(G281G282)O283L284; a terceira, por F263P264‘ Ha algumas glicinas que nao
aparecem nos modelos por nao terem atomos apolares. Percebam, pelas sequéncias das
numeragcoes, que as 3 subalcas sdo de fato descontinuas. Apesar disso, esses 3 subalgas
buscaram complementaridades hidrofébicas como se fossem uma s6.

Para a interface, pouco importa se os casamentos hidrofébicos estao vindo de uma
alca formada por residuos contiguos na sequéncia ou nao. O que interessa é o pareamento
das hidrofobicidades. Trata-se de mais uma forte evidéncia de que os inibidores e enzimas
buscam complementaridades no nivel atomico, mesmo que para isso tenham que resolvé-
la em multiplas alcas. E improvavel que qualquer algoritmo que operasse apenas com
sequéncias de residuos dessa conta desse alinhamento nao-local.

Na 1T80, a alga ¢é continua: T11(G12)P13014W15A16R17118]19. M&S, vejam na ﬁgura
8.48 que 1T80 e 1YCO, a despeito dessas diferencas nas continuidades, sobrepoe-se muito
bem.

Em termos de sequéncia, essa sobreposi¢ao poderia ficar assim:

1T80: [PC | [TW | [AI | [ IR ]
1YCO: [RC | [ VR | [YF ] [PV ]

Figura 8.47: 1T80 e 1YCO: estruturas tridimensionais com regides hidrofobicas. Inibidor
em sticks.

1T80
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Figura 8.48: 1T80 e 1YCO: comparacao de clusters - Inibidores.
Clustering Model

k=(4,4)
A X 1T80-I
R -' LA X 1YCO-|
©
£ 8 -
o
D
0]
D —
=t
T | : | |
10 20 30 40 o

Geometric Center - x

8.4.1.15 Complexo 4DG4

Um tipo TRY (mesotripsina) e um inibidor BPT formam o complexo 4DG4. Para
este foram caracterizadas 4 regides hidrofobicas, conforme ilustras na Figura 8.49. A
regiao 1 presente em outros complexos, aparentemente nao existe e a regiao 2 se mostra
bastante extensa. No entanto, esse resultado obtido estd relacionado com a auséncia dos
contatos da Gly69 da alga com o inibidor com a enzima. Situacao também observada
para 27Z7F, 1K90 e SMYW.

O modelo resultante foi comparado com os modelos dos complexos 2FI15 e 1YCO
que tém enzimas tipo tripsina e inibidor BPT. Com base nas Figuras 8.50, 8.51 e 8.52
observa-se que o BPT da 4DG4 segue mais o padrao de 2FI5 do que de 1YCO. Com a
sobreposicao ¢ possivel notar que os subgrupos estao bem posicionados para quase todos
os residuos (Figura 8.52). Entretanto, apesar dessa semelhanga, hd uma divergéncia na
rede de contatos enzima-inibidor dos subclusters 4/5 e 6. Por exemplo, a regiao 4/5 é
composta pelos residuos CFY AI em 4DG4 e CFK AI em 2FI5.
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Figura 8.49: 4DG4 (Tripsina ITI-mesotripsina e BPT): visao 3D do complexo com regides
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.50: 2FI5 e 4DG4: comparacao de clusters.
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Figura 8.51: 1YCO e 4DG4: comparagao de clusters.
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Figura 8.52: 2F15 e 4DG4: sobreposicao de clusters.
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8.4.1.16 Complexo 1TAW

Figura 8.53: 1TAW (Tripsina e APP): 3D do complexo com regides hidrof6bicas, coefi-
ciente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O inibidor do complexo 1TAW é o APP da familia 12:Kunitz-BPT. Comparando-
se, entdo o modelo de clusters do complexo 1T80 (CHY/BPT) com o modelo de 1TAW
tem-se muita similaridade. (Figura 8.54). Com a sobreposigao dos clusters, lado inibidor,
isso fica mais claro ainda. (Figura 8.55). Na regiao, R de 1T8O foi substituido por M de
1TAW.
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Figura 8.54: 1T80 e 1TAW: comparacao de clusters.
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1T80O e 1TAW: sobreposicao de clusters.
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8.4.1.17 Complexo 1FI8

Figura 8.56: 1FI8 (Granzima B e ECO): visao 3D do complexo com regioes hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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A Granzima B (GRY) é uma serino peptidase com fold da Quimotripsina que
em conjunto com os linfécitos citotoxicos esta relacionada com processos de apoptose da
célula. Tem uma estrita preferéncia por um Asp na posicao P1 de seus substratos. Essa
especificidade priméaria pelo Asp ocorre por meio de interagoes com a Arg226 que tem a
cadeia lateral praticamente enterrada [Waugh et al. (2000)]. A ECO nesse complexo é um
variante da Ecotina wild-type. A alga inibitoria é composta nas posi¢oes de P4 a P1 por
IEPD (81-84). A sequéncia nativa da alca é PVSTMMACP (P4 :80 a P3' : 88) [Jin
et al. (2005)]. A por¢ao C-terminal da al¢a nao foi resolvida na estrutura (P1’: Met85 e
P2:Ala86). Na estrutura tridimensional da Figura 8.56, se vé o tamanho reduzido essa
alca.

Em razao disso, apenas 3 regioes hidrofébicas foram encontradas para esse com-
plexo. Além de uma regido secundaria formada pelo noloop Pro80I, Glu82I da alca e
Asn218 da enzima (Figura 8.56). Essa regiao, aparentemente nao mostra correspondéncia
com alguma das 6 regides de 1PPF (8.57).
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Figura 8.57: 1PPF e 1FI8S: comparacao de clusters
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8.4.1.18 Complexo 1EZS
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O inibidor ECO de 1EZS é um mutante com as substituicoes M84R, W67A, G68A,

Y69A [Gillmor et al. (2000)]. R841I é parte da alga desse inibidor: PVSTRMACP (P5 :

80 a P4’ : 88). Como j4 foi mencionado acima, a ECO do complexo 1FI8 apresenta na alga

somente os residuos IEPD. Essas diferencas sao refletidas na formacao dos subclusters

desses complexos, conforme é mostrado nas Figuras 8.59 e 8.60.

1EZS apresenta as regides hidrofébicas complementares (enzima/inibidor) 1, 2, 3,

4/5 e 6, como varios complexos acima apresentados e 1FI8, somente as regioes 1, 2 e 3.

Ambos os complexos tém uma sétima regiao formada por P80I e residuos da enzima. 1EZS

também apresenta regides hidrofobicas formadas por noloops representas em marrom na
Figura 8.58.
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Figura 8.58: 1EZS (Tripsina II e ECO): visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.59: 1FI8 e 1EZS: comparagao de clusters.
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Figura 8.60: 1FI8 e 1EZS: sobreposicao de clusters - Inibidores
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8.4.1.19 Complexo 1XX9

Figura 8.61: 1XX9 (FXIa e ECO): visdo 3D do complexo com regioes hidrofébicas, coe-
ficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O Fator XI ativado (FXIa) é uma enzima importante na cascata de coagulacao
sanguinea. Para a formagao do complexo FXIa/ECO, foi realizada a mutacao M84R
na sequéncia nativa da ecotina [Jin et al. (2005)], resultando na alca PV.STRMACP
(P4 :80 a P4 :88) que é a mesma de ECO mutante em 1EZS.

Inicialmente foi realizada uma comparacao de 1XX9 com 1PPF, por meio de uma
varredura no numero de clusters e gerando o modelo de clusters somente para o maior

componente conexo. Para k = 6, aparentemente 1XX9 nao ocupa as regides 5 e 6 (Figura
8.62).
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Figura 8.62: 1PPF e 1XX9: comparacao de clusters (k=6).
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Quando a exibicao é mais detalhada, mostrando também outros elementos nao

conexos ao maior, obteve-se o modelo abaixo (Figura 8.63):

Figura 8.63: 1PPF e 1XX9: comparacao de clusters (k=7).
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Sao vistos 3 elementos conexos menores para 1XX9: dois na parte de baixo da
figura (K-Y e R-K) e o mais significativo na parte superior ocupando exatamente a regiao
6 HYI-A. Portanto, a 1XX9 tem todas as regidoes de 1PPF bem representadas. Portanto,
por razoes de “conectividade”, ha um subcluster desconexo na regiao 6.

1EZS e 1XX9, com inibidores ECO mutantes M84R, tém subclusters cuja sobre-
posi¢ao é muito boa para os residuos V,T,R,M,A da alga (Figuras 8.64 e 8.65). Também
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apresentam regioes compostas por residuos noloop, como pode ser visto para 1XX9 em
marrom na Figura 8.61. A regiao 6 nao foi representada nessa estrutura 3D por ser um

elemento desconexo.

Figura 8.64: 1PPF e 1XX9: comparagao de clusters (k=7.

Clustering Model - 1EZS Clustering Model - 1XX9
Avg.width = 0.734 , k =7 , TRY/ECO Avg.width = 0.803 , k = 7, XAY/ECO
X 1EZS-I X 1XX9-I
o _| X 1EZS-E o _| X 1XX9-E
M~ M~
a5 oL H 7 6
> E > i
,l_ o o ,I_ . :: C hfc ¥
L B L 8
o 3 o a.m A ” A CC3
= B A
5 o | g o | L wie
E B £ B £ w
& ) .
Koo
o _| o _|
3 ¥
K.R
T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Geometric Center - x Geometric Center - x

Figura 8.65: 1EZS e 1XX09: sobreposicao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.20 Complexo 1FLE

Figura 8.66: 1FLE (Elastase Pancredtica - PPE e Elafin): visao 3D do complexo com
regides hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters. Na estrutura tri-

dimensional, a regido marrom é composta somente por atomos de residuos noloop (Pro29
e Arg3l).
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Figura 8.67: 1PPF e 1FLE: comparacao de clusters (k=6).
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Figura 8.68: 1PPF e 1FLE: comparagao de clusters (k=6 e k=8, respectivamente).
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O inibidor elafin (SKI) de 1PPF, pertencente a familia 117 (WAP), é um potente

e especifico inibidor de elastase pancreatica e elastase de leucécitos humanos.

O complexo 1FLE apresenta um padrao muito proximo de 1PPF para os sub-

clusters, apesar de terem inibidores diferentes (SKI e OVO) (Figura 8.68). A enzima de

1FLE ¢é a elastase pancreatica e de 1PPF a elastase de leucocitos humanos. Na 1FLE,

para k = 6, o coeficiente médio de silhueta s, = 0.757 é ligeiramente melhor que para

k = 8 onde s,, = 0.742. Nesses dois casos, os residuos noloops RP sdao agrupados em
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unico conjunto quando k = 6 e divididos em dois quando k = 8.

Conclui-se disso, que subclusters noloop, mesmo que integrem um tnico elemento
conexo, podem interferir no avg.w “6timo” (coeficiente de silhueta) deslocando o k para
valores mais altos (por exemplo, k=6). Quando se estd usando o coeficiente de silhueta
como métrica de qualidade em cluster, isso deve ser feito com a devida cautela. Por
isso nesta tese, priorizamos olhar mais o conjunto desses coeficientes, quando se faz a

varredura dos agrupamentos em k, do que enfatizar apenas o cluster com o melhor k.

8.4.1.21 Complexo 2Z7F

Figura 8.69: 2Z7F (Elastase de leucécitos humanos e 1/2SLPi): visao 3D do complexo
com regioes hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O complexo 2Z7F é composto de uma SLY, a Elastase de leucocitos humanos,
inibida por 1/2SLPi. Este inibidor é um recombinante de metade do dominio C-terminal
de SLPI ou SLP e pertence a familia 117 (WAP).

Na andlise das regides hidrofébicas de 2Z7F (Figura 8.70), foi notada a presenca

de um cluster secundario formado pelos noloops FP. Essa regiao estd representada em
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marrom na Figura 8.69. Os clusters 1 e 2 no modelo de visualizagdo estao mais distantes
um do outro.

A sobreposigao dos subclusters de 2Z7F (ELY/SLP) e 1PPF (ELY/OVO), como
ja era esperado, apresenta dissimilaridades quanto a composi¢ao das regides, pois os ini-

bidores tém alcas mais distintas (Figura 8.71).

Figura 8.70: 1PPF e 2Z7F: comparacao de clusters.
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Figura 8.71: 1PPF e 2Z7F: sobreposicao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.22 Complexo 4D0OQ

Figura 8.72: 4DOQ (Tripsina e 1/2SLP1i): visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,

coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Os agrupamentos do complexo 4DOQ (TRY /SLP) foram comparados e sobrepostos
com 2Z7F (ELY /SLP), pois ambos os complexos tém o mesmo inibidor 1/2SLPi (Figuras
8.73 e 8.74-A) e também sobrepostos com 1PPF (Figura 8.74-B). Outra comparacao
realizada foi de 4DOQ com 1FLE (ELY/SKI), porque SLP e SKI sdo da mesma familia
117 (clan IP) com 42% de homologia entre eles [Tsunemi et al. (1996)].

Na comparagao com 1PPF, em termos de regides existentes, os subgrupos sao

muito similares e a maioria dos residuos da alga estdo bem sobrepostos. A excecao se da

para Y em relacao a PA no subcluster 1.
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Figura 8.73: 2Z7F e 4DOQ: comparacao de clusters.
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Figura 8.74: Sopreposicao de clusters - Inibidores: (A) 2Z7F e 4DOQ), (B)1PPF e 4DOQ.
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Figura 8.75: 1FLE e 4DOQ: comparacao de clusters.
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Figura 8.76: 1FLE e 4DOQ: sobreposicao de clusters dos inibidores.
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Entre 4DOQ e 1FLE, ocorrem boas sobreposi¢oes para praticamente todos os re-

siduos (Figuras 8.75 e 8.76. O Y da regidao 1 estd mais sobreposto com o L de 1FLE do

que com o PA de 1PPF. A despeito das diferencas conformacionais, isso é compreensivel,
pois SKI e SLP sao inibidores da mesma familia (117, clan IP) e OVO é de outro clan
(TA). As algas de 4DOQ e 2Z7F sao iguais e tém residuos em comum com 1FLE:

Tabela 8.5: Alga dos inibidores dos complexos 1FLE,.4DOQ), 2Z7F

Complexo/inibidor ‘ Alga
1FLE/SKI LIRCAML
4DOQ/SLP YGQCLML
277F /SLP YGQCLML
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8.4.1.23 Complexo 1K90

Figura 8.77: 1K90 (Tripsina e ALASERPIN): visao 3D do complexo com regioes hidro-
fobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O inibidor Alaserpin da familia Serpina (I4) explora parcialmente a regiao hidro-
fébica 4/5 (ER presente em 1PPF (Figuras 8.78 e 8.79). Pela sobreposi¢ao, percebemos
que o subcluster 6 na 1K90 parece localizar-se entre as duas regioes 5 e 6 de 1PPF,

caracterizando-se uma regiao intermediaria entre essas regioes do complexo de referéncia.
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Figura 8.78: 1PPF e 1K90: comparacao de clusters.
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Figura 8.79: 1PPF e 1K90: sobreposicao de clusters contendo apenas residuos dos inibi-
dores. Destaque para o cluster da 1K90 que se interpoe a dois clusters da 1PPF.
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8.4.1.24 Complexo 10PH

O complexo 10PH (TRY/SER) tem na sua composigdo uma tripsina e o ini-
bidor al-antitripsina da familia das serpinas. Ao compard-lo com a referéncia 1PPF
(ELY/OVO) é evidente na visualizacao que a regiao 4/5 nao esta presente (Figura 8.81).
A regiao 6 de 10PH parece ocupar uma posi¢ao intermediaria entre as regides 5 e 6 de
1PPF, assim como foi notado para 1K90 (TRY/SER).

Figura 8.80: 10PH (Tripsina e al-antitripsina): visdo 3D do complexo com regides
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.81: 1PPF e 10PH: comparacao de clusters.
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1K90 e 10PH apresentam algumas diferengas em termos de posicionamento dos

clusters e de composigao (Figura 8.82). Os inibidores mesmo sendo serpinas nao tém algas

idénticas. Na sobreposicao (Figura 8.83) hé correspondéncia entre P-P (regiao 2), R-K

(regiao 3), e I-Li (regiao 4).
Figura 8.82: 1K90 e 10PH:
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Figura 8.83: 1K90 e 10PH: sobreposi¢ao de clusters.
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8.4.1.25 Complexo 3AMYW

Figura 8.84: 3MYW (Tripsina e BBI): visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O complexo BMYM (TRY/BBI) apresenta a regiao 4/5, para k = 6, aparentemente
formada por um tinico residuo do inibidor - P e um tnico da enzima - F e com M na
fronteira entre as regides 4/5 e 6, sugerindo melhor agrupamento uma fusdo das duas
(Figura 8.87).

Na sobreposicao de 3MYM com 1PPF, além da auséncia da regiao 4 por motivos
ja mencionados, ha as correspondéncias T-T (regido 2), C-C, I-R (regiao 3), R-P (regido
4/5) e (Y-M) (regiao 6) (Figuras 8.85 e 8.86).

Figura 8.85: 1PPF e 3MYM: comparacao de clusters.
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Figura 8.86: 1PPF e 3MYM: sopreposicao de clusters - Inibidores.
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8.4.1.26 Complexo 3VEQ

Figura 8.87: 3MYW (Tripsina e BBI): visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.88: 1PPF e 3VEC: comparacao de clusters.
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O complexo 3VEQ contém o inibidor WCI-3 (Chymotrypsin inhibitor da familia
I3 (Kunitz-P). As regides 2 e 4/5 sao caracterizadas pela presenga de residuos arométicos
(Figura 8.88). Dos complexos analisados, somente 1YCO apresentou um aromatico na
regiao 4/5. H& um subcluster bem evidente formado por residuos noloop |KE].

Na sobreposi¢ao de 3SVEQ com 1PPF, ha sobreposicao de residuos, mas eles tendem
a ser diferentes. Por exemplo, onde classicamente nos cluster 4/5 se vé residuos carregados,

na 3VEQ percebemos um aromaético F (Figura 8.89).

Figura 8.89: 1PPF e 3VEC: sobreposicao de clusters.
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8.4.1.27 Complexo 1KIG

Figura 8.90: 1KIG (Fator XA e TAP: visao 3D do complexo com regides hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters. Na estrutura tridimensional, os &tomos
em stiks esverdeados sao noloops. O cluster marrom ¢ formado apenas por &tomos noloops.
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O complexo 1KIG é um exemplo de possivel desvio padrao dos complexos anali-
sados, embora mantenha vérias caracteristicas em comum (Figuras 8.90, 8.92 e 8.93). As

regides 1 e 2 constituem uma tUnica regiao, representada em laranja na estrutura tridi-
mensional da Figura 8.90.



8.4. Regides hidrofébicas em cada complexo 171

Figura 8.91: 1PPF e 1KIG: comparagao de clusters.
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Comparando com a 1PPF, no lado enzima, vemos as Hs da triade em posigoes
similares (figura 8.92). Vemos também outras sobreposicoes, o que seria esperado, dado

que 1PFF e 1KIG sao ambas tipo tripsinas.

Figura 8.92: 1PPF e 1KIG: comparacao de clusters lado enzima.
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Mas, no lado inibidor, vemos o L no pocket de especificidade da 1PPF também
alinhado com Y no pocket da 1KIG (figura 8.93). Também onde hd um T na 1PPF,

temos um [ na 1KIG.
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Figura 8.93: 1PPF e 1KIG: comparagao de clusters lado inibidor.
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Ao que parece, a 1KIG nao explorou as potencialidades hidrofébicas que a 1PPF
encontrou nos subclusters 4/5 e 6. Na 1KIG eles estao vazios. Na verdade, parece que a
alca da 1KIG segue em sentido quase perpendicular ao da 1PPF. Mais uma vez, parece
que ha mais de uma solucdo para o mapeamento das correspondéncias hidrofébicas. Um

estudo pormenorizado da 1KIG também fara parte de nossos trabalhos futuros.

Figura 8.94: Estrutura 3D de 3 regides hidrofébicas de 1KIG e comparacao das algas
inibitérias de 1IPPF E 1KIG. A regiao em marrom além dos residuos da enzima é formada
somente por residuos fora da alca inibitéria.
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8.4.2 Subtilisinas

As subtilisinas Carlsberg (CAN) e Novo (BPN) sao serino peptidases de origem
bacteriana com alta similaridade estrutural. Também apresentam similaridade conforma-
cional no sitio ativo que nao oferece razoes 6bvias para as diferencas na atividade catali-
tica das duas [McPhalen and James (1988)]. CAN apresenta duas ligagoes cis, uma entre
Tyrl67 e Prol68 e outra entre Pro210 e Thr211. Esta tltima estd presente unicamente
em CAN, enquanto a primeira também ocorre em BPN. De modo geral, ha diferencas
estruturais localizadas relacionadas com diferencas na sequéncia de residuos de aminoaci-
dos, particularmente na S-hélice. Ambas tém ampla especificidade com preferéncia para
grandes residuos aromaticos ou alifaticos na posicao P1 do substrato.

Dos 36 complexos, 9 (25 %) sao tipo subtilisinas

8.4.2.1 Complexo 1ROR

Os subclusters obtidos para o complexo 1ROR (CAN-OVO) (Figura 8.95) foram
comparados com 1PPF (TRY-OVO). Na Figura 8.97 sdo apresentadas a composigao das
regioes hidrofébicas dos complexos 1PPF e 1ROR na representacao grafica 2D do modelo
clusters. Ja fizemos uma analise detalhada da 1ROR na inibi¢ado cruzada no inicio deste
capitulo.

Uma diferenga que ndo podemos deixar de comentar é que em tipo subtilisinas como
1ROR a interface hidrofébica do lado enzima tende a ser menos complexa e numerosa
que nas tipo tripsinas. Percebam, em especial, os contatos hidrofébicos no bolsao de

especificidade (subcluster 3).
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Figura 8.95: 1ROR (Subtilisina Carlsberg e OMTKY3): visao 3D do complexo com
regides hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.96: Visao 3D de 6 (k=6) regides hidrofébicas correspondentes (enzima-inibidor)
para complexos 1PPF e 1ROR.
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Figura 8.97: 1PPF e 1ROR: comparacgao de clusters.
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8.4.2.2 Complexo 1TEC

Figura 8.98: 1TEC (Termitase com Eglina C): visdo 3D do complexo com regices hidro-
fobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O complexo 1TEC, assim como 1ROR, segue as 6 regides observadas nos complexos
com enzimas do tipo tripsinas (Figura 8.98). As regides 4 (azul - residuos LMD) e 5
(vermelho - residuos LR), embora pequenas para k = 6, sugerindo a possibilidade de
mesclar em uma tnica regiao, por se encontrarem proximas, podem ser consideradas
como bons clusters visto que o coeficiente de silhueta médio ¢é s,, = 0.794. Para k = 5,
esse coeficiente é minimamente maior: s, = 0.794 (Figura 8.99). Nesta mesma figura,
verifica-se também ao comparar ITEC com 1ROR que os dois inibidores diferentes (OVO
e EGL) interagem, em termos de regides hidrofébicas, com o tipo Subtilisina de modo

parecido e seguindo o padrao observado na tipo tripsinas.
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Figura 8.99: 1ROR e 1TEC: comparagao de clusters
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Figura 8.100: 1ROR e 1TEC: comparacao de clusters no Pymol
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8.4.2.3 Complexo 2SEC

Figura 8.101: 2SEC (Carlsberg com Eglina C): visdo 3D do complexo com regies hidro-
fobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O complexo 2SEC ¢ formado por CAN/EGL, mesmo inibidor de 1TEC. Os suclus-
ters obtidos para 2SEC assemelham-se muito aos obtidos para 1TEC (Figura 8.102). Na
Figura 8.101, sdo mostradas, para k = 6, as seis regides que também ocorrem para 1PPF

(TRY/OVO).
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Figura 8.102: 1'TEC e 2SEC: comparacao de clusters
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8.4.2.4 Complexo 1SBN

1SBN composto de BPN e EGL apresenta um conjunto de subclusters, em termos
de nimero, semelhante ao conjunto obtido para 1 TEC, mesmo quando se varia k. Porém
em termos de composigao desses subclusters, ha algumas diferengas (Figura 8.104). Para
o mesmo inibidor EGL, na regiao 3, uma R de 1SBN tem correspondéncia com L de
1TEC, ambos ocupando a posigdo P1. Na regiao 4/5, a correspondéncia ¢ D - RD. A
regiao 6 de 1SBN contém LY, enquanto 1TEC contém somente L. A despeito dessas
diferengas, a existéncia das regioes hidrofébicas correspondentes enzima-inibidor é similar

as subtilisinas acima apresentadas (Figura 8.103).
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Figura 8.103: 1SBN (Subtilisina BPN com Eglina C): visdo 3D do complexo com regides
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.104: 1TEC e 1SBN: comparacao de clusters
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8.4.2.5 Complexo 1LW6

As regides hidrofébicas identificadas em 1LW6 sao melhor caracterizadas para k =
5, visto que para k = 6 a 156 fica na posicdo intermediaria entre a regiao 1 e 2, podendo
pertencer a ambos os subclusters, como pode ser visto a esquerda na Figura 8.106. Quando
k = 5, a 156 fica bem posicionada no subcluster 1 (a direita da referida figura). As
regioes 5 e 4, observadas em 1ROR, ficam condensadas em um tnico subcluster ERY M,
identificado na Figura 8.106, & direita, como [4/5] e representado em vermelho na estrutura
tridimensional da Figura 8.105.

Da comparagao de 1ROR com 1LW6, CAN/OVO e BPN/CI2, vé-se que ha mui-
tas similaridades nas regides hidrofébicas de ambos os complexos, mesmo apresentando
inibidores diferentes (Figura 8.107). Outro aspecto, também observado para os demais

complexos de subtilisinas diz respeito a quantidade de residuos dos clusters.

Figura 8.105: 1LW6 (BPN e Inibidor de Quimotripsina 2 (CI-2)): visao 3D do complexo
com regioes hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.106: 1LW6: clusters para k=6 e k=5.
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Figura 8.107: 1ROR e 1LW6: comparacao de clusters.
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Nos complexos com subtilisina, diferentemente daqueles com tipo Tripsinas, a

quantidade de residuos nas regides tende a ser menor, apontando para um padrao mais

simples e “enxuto”. A regiao 3 é a que mais apresenta essa caracteristica. Para 1LW6,

por exemplo, é composta dos residuos MA.
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8.4.2.6 Complexo 1TM1

Figura 8.108: 1TM1 (BPN e Inibidor de Quimotripsina 2A (CI-2A)): visao 3D do com-
plexo com regioes hidrofobicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O inibidor CI-2 de 1LW6 é um mutante do inibidor CI-2A que compoe 1TM1 (Fi-
gura 8.108). A Leu20 foi substituida por uma Met [Radisky and Koshland (2002)]. BPN
de 1LW6 ¢é uma subtilisina recombinante, cujas substituigdes em BPN foram Asn155Leu e
Met222Ala. Comparando-se os suclusters resultantes para esses dois complexos, observa-
se uma forte semelhanca (Figura 8.109). Na regiao 3 de 1LW6, a Met591 tem alguns
atomos que fazem contato com residuos do inibidor da regiao 2, por isso, a regiao 3 nesse

complexo é exibida mais préximo a regiao 1 do que em 1TMI.
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Figura 8.109: 1LW6 e 1TM1: comparacao de clusters
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8.4.2.7 Complexo 10YV

Do inibidor WIP da familia 120 (Pot2) foi considerado o segundo dominio, pois
este é composto por dois dominios [Barrette-Ng et al. (2003)]. O complexo 10YV tem
um modelo de subclusters mais diferenciado em relagdo as outras subtilisinas, pois tem
3 subregites extensas formadas por atomos noloop (Y34I, 1141, F100I, D103I). Estas
regides podem ser vistas na Figura 8.110 em marrom. Provavelmente, sao essas regioes
que estao conferindo a 10YV seu padrao singular em termos de subtilisinas. As outras
regioes, podem ser mapeadas para as regioes observadas em outros complexos contendo
subtilisina, como 1ROR (CAN/OVO) e 1TEC (THN/EGL) (Figura 8.111). O inibidor
EGL ¢ da familia 113 (Potl). Na regido 6 de 10YV, estd presente o residuo Cys641
(posicao P2) que forma pontes dissulfeto com a Cys601, que sao caracteristicas de membros
da familia 120.
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Figura 8.110: 10YV (CAN e Wound-induced proteinase inhibitor-II (WIP)): visao 3D
do complexo com regioes hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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Figura 8.111: 1ROR e 10YV: comparacao de clusters

Clustering Model - 1ROR Clustering Model - 1TEC Clustering Model - 10YV
Ao wiclth = 0798, b = 6, CANCVD orgwidth = 0784 k= 5, THNEGL Avwidh = 0751, K = 7, CANWIP
X 1TECA
4/5 6 a5
= ¥ > Q =
= N i o | % 6 5 o |
2 2\r T 9, < ™ - +/
E 2 1 2 M3 s i \
3 : ;7 i° Q
& vP 3
) w1 1
g g 2 -
T T T T T
10 20 30 40 50 1'0 2;] 3'0 4'0 5'0 10 2 % 40 %
Geometric Cenler - x . G tric Cantar - X



8.4. Regides hidrofébicas em cada complexo 186

8.4.2.8 Complexo 1V51

Figura 8.112: 1V5I (Subtilisina BPN e POIAL): visao 3D do complexo com regioes
hidrofébicas, coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O inibidor POIA1 (familia 19) funciona como uma chaperona intramolecular e
como um inibidor de subtilisina [Kojima et al. (2005)]. E homdlogo ao propeptidio de
BPN. O sitio reativo de POIA1, composto por residuos na posi¢gao C-terminal, apresenta
muita flexibilidade.

Pela estrutura 3D da 1V5I (Figura 8.113), é possivel ver que o inibidor ocupa
uma vasta regiao (em marrom) fora do sitio ativo da enzima, que é ocupado apenas
parcialmente (laranja e verde). O sitio de especificidade, por exemplo, estd praticamente
desocupado, ou seja, trata-se de um mecanismo de inibicao diferente do classico, e deve
ser funcao mais de uma “obstrucao“ do sitio, atrapalhando a "entrada“ do substrato. Do
ponto de vista da ligacao enzima-inibidor observa-se que a nao ocupacao total do sitio
catalitico pode ter sido compensada por interacoes secundarias fora do sitio ativo.

Abaixo sao mostradas sobreposi¢oes dos subclusters de 1IROR com 1V5I, para k = 6
e k = 5, respectivamente (Figuras 8.114, 8.115, 8.116).

Uma certa correspondéncia espacial dos clusters é observada para as regioes 1 e 2

somente.
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Figura 8.113: 1V5I: (A) e (B) vis@o da estrutura tridimensional com destaque para regiao
hidrofébica fora do sitio de especificidade. (C) destaque do sitio de especificidade.
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Figura 8.114: 1ROR e 1V5I: comparacao de clusters.
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Figura 8.115: 1ROR e 1V5I: sobreposicao de clusters.
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Figura 8.116: 1ROR e 1V5I: sobreposicao simplificada dos clusters de 1V5I, ou seja, os
clusters de noloops foram excluidos.
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Trata-se de mais um caso em que solugoes alternativas buscando um melhor mape-
amento das correspondéncias hidrofobicas foram encontradas pela 1V5I, dessa vez fora da
interface "classica“ descrita para 1PPF. A alca, em 1V5I, comeca a correr numa extensao

anterior aos subclusters 1/2, com agregacao de hidrofébicos, como VIH.
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8.4.2.9 Complexo 4GI3

Figura 8.117: 4GI3 (CAN e Greglina): visao 3D do complexo com regioes hidrofébicas,
coeficiente médio de silhueta, modelo de clusters.
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O inibidor Greglina ¢ um forte inibidor de subtilisina e elastase de neutroéfilos
humana (HLY'). Também inibe a a-quimotripsina e a elastase pancreética suina. Greglina
representa um membro dos inibidores de Kazal nao classicos: tem uma tnica regiao C-
terminal adicional (70-83), ligada ao nicleo da molécula por meio de uma ligacao de
dissulfeto [Derache et al. (2012)].

O complexo 4GI3 apresentou um modelo de subclusters muito similar aos observa-
dos para a maioria as subtilisinas O modelo 4GI3 foi comparado com 1ROR, por possuir
mesmo tipo de enzima e com 1F2S por causa dos loops de inibicao que tém residuos em
comum (ICPRW e ICPLI de 1F2S e 4GI3, respectivamente).

Embora os inibidores OMTKY3 e Greglina tenham especificidades diferentes, de
modo que a Greglina prefere subtilisinas (familia S1) as peptidases da familia S8, onde
OMTKY3 atua largamente, o residuo L na posicdo P1 é comum aos dois inibidores. A
razao da preferéncia por subtilisinas deve residir em outras regides da Greglina [Dera-
che et al. (2012)]. Na Figura 8.118), nota-se que as regides de 1IROR e de 4GI3 sao
semelhantes, a despeito das diferengas de composicao.

Ja 1F2S e 4GI3, tém os residuos dos subgrupos sobrepostos, a excecao de I na
regiao 1 (Figuras 8.119 e 8.120).
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Figura 8.118: 1R0R e 4GI3: comparagao de clusters.
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Figura 8.119: 1F2S e 4GI3: comparacao de clusters.
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8.5 Clusteres - Modelo Geral

8.5.1 Varredura de Agrupamentos

No gréfico da Figura 8.121, é apresentado uma visdao conjunta do Coeficiente médio
de Silhueta de cada complexo (s,,) e sua variacao em fun¢ao do nimero de clusters. Até 6
clusters (2 < k < 6), talvez com um 6timo em k = 4, o comportamento de s,, é oscilante e
embora se observe pontos pretos (indicando que algum &tomo ou conjunto de 4tomos nao
foram bem clusterizados), eles estdo em menor nimero. A partir de k& > 6, a qualidade
do processo de clusterizacao se deteriora (mais pontos pretos sao observados). De modo
geral, até 6 clusters tem-se um bom compromisso com a qualidade dos clusters formados:
dado que s,, > 0.6, tem-se grupos com uma estrutura razoavel (0.51 — 0.70) ou grupos
com estrutura muito robusta (0.71—1.00). Seja como for, uma andlise estatistica rigorosa
ainda carece de ser feita aqui, mais um item em trabalhos futuros.

Eis porque chamamos nossa técnica de "varredura® de agrupamento espectral.
Ante as deficiéncias ou insuficiéncias inerentes as métricas de qualidade de clusterizacgao,
mesmo tao populares quanto o coeficiente de silhueta, optamos por olhar todo o conjunto
de valores da métrica. A percepcao global dessa varredura de k nos sugere que a quan-
tidade de subclusters podem variar em nosso conjunto de dados, mas o fazem de forma
a nao afetar muito essa qualidade aferida pelo coeficiente de silhueta. Pelo menos, até 6
clusters. A partir dai, salvo algumas excecoes ditadas principalmente pela presenca de
regioes noloops, a tendéncia é de deterioragao desse parametro.

E se temos bons clusters com 2 < k£ < 6, uma conclusao possivel é que temos,
no fim das contas, um tnico grande cluster, que se fragmenta de forma nao rigorosa em
subclusters menores. Se verdade, isso pode estar nos revelando uma curiosa ”estrutura“
geral subjacente na organizacao hidrofobica das interfaces nas peptidases estudadas, algo

que discutiremos mais a fundo um pouco adiante.
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Figura 8.121: Relagao entre o nimero de clusters e o Coeficiente médio de Silhueta
para todos os 36 complexos. Ponto preto: s,, < 0, ou seja, algum dtomo ou conjunto
atomos nao foram clusterizados adequadamente. Ponto cinza: algum atomo ou conjunto
de atomos estdo num ponto intermedidrio entre dois clusters. Ponto branco: os dtomos
tém valores proximos a 1, portanto bem definidos nos clusters onde se encontram.
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8.5.2 Alinhamento por Agrupamento

O mapeamento feito com os 36 complexos nos permite fazer um alinhamento de
subclusters do lado inibidor, de forma a tentar compor o que seria um candidato a uma
alca consenso, para as 6 regioes, tendo como base nosso complexo de referéncia 1PPF.
O alinhamento pode ser visto na figura 8.122. Essa alga consenso poderia ajudar a fun-
damentar algo sonhado pelo saudoso Prof. Dr. Marcelo Santoro, que orientou a autora
dessa tese inicialmente, com um projeto envolvendo a previsao e validagao de inibidores
mais universais, de amplo espectro de acgao.

Infelizmente, nao houve tempo hébil para uma andlise estatistica mais rigorosa
desses alinhamentos, que poderia ter sido enriquecido, por exemplo, com um gréafico de

logo. Essa andlise mais detalhada também sera alvo de um trabalho futuro.
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Figura 8.122: Modelo Geral dos Clusteres - composigao lado inibidor. (A) Clusterizagao
para enzimas tipo tripsina com diferentes inibidores. (B) Clusterizagao tipo subtilisina
com diferentes inibidores. [] indicam um cluster, {} indicam um componente desconexo,
|| indicam um noloop, ou seja, regiao no inibidor fora da alca inibitéria. Residuos de
aminoacidos com letras minusculas correspondem a residuos de fronteira, ou seja, que
estao numa posi¢ao intermedidria entre os clusters.
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Mas, ha algo que ja podemos arriscar pré-concluir: todas as 6 regioes, seja no
lado enzima, seja no lado inibidor, comportam adtomos hidrofébicos. Mesmo onde em
alguns inibidores (como a prépria 1PPF) houve uma preponderincia de residuos carrega-
dos, no lado enzima eles se assentavam em parte sobre um conjunto de atomos/residuos
hidrofébicos.

O curioso é que, no cléssico artigo de SCHECHTER & BERGER de 1967 [Schechter
et al. (1967)], onde surgiram pela primeira vez as nomenclaturas usadas atualmente para

descrever os sitios de ligacao tanto enzima quanto inibidor, encontramos a seguinte pas-
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sagem:

In order to investigate the size of the active site of papain, we have studied its
action on 40 diastereoisomeric peptides of alanine, ranging in length
from Ala2 to Ala6. The variations observed in the rates of hydrolysis lead
to the conclusion that papain, an endopeptidase, has a large active site which
extends over about 25 A and can be divided into 7 "subsites", each accom-
modating one amino acid residue of the peptide substrate. The subsites are
located on both sides of the catalytic site, 4 on the one side and 3 on the other.
(...) The substrate is visualized as fitting into the groove, binding to several

subsites of specific geometry. Veja figura 8.123.

Figura 8.123: Modelo classico de mapeamento de sitios, definido por SCHECHTER e
BERGER de 1967.
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Fonte: Adaptada de <https://swift.cmbi.umcn.nl/teach/B2/LINK/NOOT 32.html>.
[Schechter et al. (1967)].

Vejam s6! Nesse classico artigo, SCHECHTER & BERGER usaram polianinas de
tamanhos variados (entre 2 e 7) para entao identificar que seriam necessarios 7 subsitios
no lado enzima para comportar 6 Alaninas no lado inibidor. Polianinas tém uma carga
hidrofébica razoavel, dada a presenca de um grupo metil na cadeia lateral. Nosso tra-
balho identificou ao menos 6 subregices no lado enzima, todas com potencial hidrofébico
caracteristico. Logo, ndo é de se estranhar que SCHECHTER & BERGER tenham obtido
sucesso na investigacao sobre o sitio ativo da papaina usando um peptideo todo hidro-
fobico. E o fato da papaina nao ser uma serino-peptidase, mas uma cisteino-peptidase,
sugere que também essas ultimas possam ter um conjunto de regides hidrofobicas seme-
lhantes as primeiras. Algo que certamente iremos investigar em trabalhos futuros.

SCHECHTER & BERGER achavam também que haveria um mapeamento de:
para cada residuo do inibidor, um sitio na enzima: P, — S, e P, — S,. Nosso estudo
das correspondéncia hidrofébicas por agrupamento sugere que nao ¢ bem assim. H&
de fato sitios hidrofébicos S,,...S1, S;..S,, no lado peptidase, cada um deles podendo ser
composto por atomos de diferentes residuos, mas também atomos pertencentes a residuos
diferentes do lado inibidor podem ocupéa-los. A relacdo residuo inibidor x sitio enzima

nao é necessariamente um para um.



8.5. Clusteres - Modelo Geral 195

Acreditamos que esta talvez possa ser considerada uma das grandes contribuicoes
desta tese: auxiliar numa redefinicdo e melhor caracterizacao dos classicos sitios definidos
por SCHECHTER & BERGER nas interfaces peptidases - inibidores proteicos.

8.5.3 Superestrutura Hidrofébica Anelar ou Semianelar

Olhando os resultados dos 36 complexos como um todo, observa-se uma clara
correspondéncia/complementaridade entre dtomos hidrofébicos do inibidor com &tomos
hidrofébicos da enzima. Acreditamos que isso responde de forma bem mais consistente
as indagacoes feitas por um de nossos revisores do artigo da Bioinformatics [Gongalves-
Almeida et al. (2012)], o principal ponto de partida desta tese, no seu momento pds-
Santoro.

E talvez tenhamos colhido mais do pretendiamos. O mapeamento das correspon-
déncias pode também ter revelado, de forma inesperada, uma superestrutura hidrofébica
inédita até onde pudemos pesquisar. A titulo de exemplo, vamos comparar dois complexos
com tipo tripsinas envolvendo inibidores bem distintos: o inibidor MCTI-II da 1F2S (clan
IE) com Ovomucoide da 1PPF (clan TA). Vemos na Figura 8.124 uma superestrutura que
sugere um formato ANELAR ou SEMIANELAR.

A alga do inibidor esta representada em sticks, na cor bege. As cores claras cor-
respondem aos atomos do inibidor e as escuras aos atomos da enzima. Esse “anel” meio
deformado envolveria o sitio catalitico, permitindo que substratos diversos possam se aco-
modar nas peptidases. Em Figura 8.124 (b), esse anel é mostrado em termos dos residuos

da al¢a do inibidor.
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Figura 8.124: Exemplo do formato anelar do modelo geral (1F2S e 1PPF).

(b)

Na literatura, encontramos certo suporte para essa ideia. Devemos a [Bogan and
Thorn (1998)], um dos artigos pioneiros na descoberta e caracterizagdo das chamadas
regides hot spots nas interfaces proteinas-proteinas. Nesse contexto, hot spots sdo regioes
com potencial de oferecer maior densidade de interagoes com seus ligantes. Ou seja,
no computo do AG de binding, essas regides respondem com maior peso. Borgan &
Thorn empreenderam um estudo detalhado envolvendo a compilagao de mudancgas nos
parametros de afinidade de ligacao, de 2325 mutagoes de residuos por alanina em um
conjunto de cerca de 22 PDBids. Assim, foi possivel mapear as contribui¢oes energéticas
dos residuos mutacionados no AG de binding.

Um dos achados de Borgan & Thorn foi que a maior parte dos hot spots eram
centrais, cercados por uma vizinhanga de contatos pouco importantes do ponto de vista

energético. Nas palavras dos autores:

A necessary condition for high-affinity interactions is the exclusion of bulk
solvent (...) In many protein-small molecule interactions, this exclusion of
solvent is achieved by burying the small molecule ligand in a deep pocket on
the protein surface. However, since protein-protein interfaces are often flat,
deep pockets are not usually available (...). In these interactions, exclusion of

solvent from hot spot residues is achieved by surrounding set of contacts that
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are energetically unimportant (analogous to an O-ring in a pipe fitting). This
O-ring is required because it occludes bulk solvent, thereby generating suitable

effective dielectric and solvation conditions for a hot spot (...).

Essa hipdétese de um anel cold spot cercando um centro hot spot ficou conhecida
na literatura como O-ring Hypothesis. O termo O-ring em inglés diz respeito aos “aneis
de vedacao” usados nas jung¢oes de canos para ajudar a evitar vazamentos nesses pontos
de conexao.

Se a estrutura anelar hidrofébica que estamos identificando na maior parte de
nossos complexos tem relacdo com a O-ring Hypothesis é algo que precisa ser melhor
investigado. Mas, é razoavel admitir que um anel hidrofébico poderia ter efeitos sobre as
dguas de solvatagio nas interfaces peptidase e inibidor/substrato, de modo a interferir no
padrao das flutuacoes de densidade local do solvente, algo que Chandler e outros autores
[Chandler (2005),Willard and Chandler (2008)] vém demonstrando ser fundamental para
o papel da hidrofobicidade na promocao das complexacoes proteina-proteina.

Um anel desse tipo também ajudaria a dar maior versatilidade ao binding de subs-
tratos, ampliando o espectro de catalise das peptidases, uma vez que, excecao a glicina,
todos os demais aminoacidos comportam um ou mais atomos apolares. A fun¢ao do bol-
sao de especificidade seria mais a de introduzir um viés a favor de determinados tipos de
cadeia lateral, dado atributos como carga e/ou volume. Todo bom enzimologista sabe o

quao promiscuas as peptidases (e seus inibidores e substratos) podem ser.
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Capitulo 9

Conclusoes

A proposta fundamental desse trabalho foi mapear correspondéncias hidrofébicas
entre atomos nas interfaces de complexos entre serino peptidases e inibidores proteicos.
Esse objetivo foi derivado do trabalho de Gongalves-Almeida et al. (2012), que propos
a metodologia Hydropace, para identificar padroes conservados de interagao hidrofébica
de serino petptidades com inibidores envolvidos na inibicao cruzada. Nesta abordagem,
foram identificadas regides do lado da enzima e apontado a existéncia de patches comple-
mentares do lado do inibidor.

Inicialmente foi aplicado o Hydropace na base de dados utilizada no fenémeno da
inibicdo cruzada, para delimitar as regioes hidrofébicas do lado do inibidor. No entanto,
a metodologia nao se mostrou adequada para estabelecer a relagdo complementar patches
hidrofébicos enzima/inibidor. Com o agrupamento espectral, utilizando-se a matriz La-
placiana normalizada Lw e o algoritmo K-Medoides, identificou-se, cada agrupamentos
envolvendo atomos hidrofébicos da enzima e dos inibidores, evidenciando-se a comple-
mentariedade. Para tanto foi montado uma base de dados envolvendo 36 complexos,
entre enzimas tipo tripsinas e tipo subtilisinas. Um modelo visual, baseado em projecao
3D delimitado por elipses, foi elaborado para evidenciar esses agrupamentos hidrofobicas.
Scripts pymol foram gerados para visualizacao da estrutura tridimensional do complexo
e respectivas regides hidrofobicas.

Por meio da andlise de distribuicdo das areas de contato polar e apolar em 4
complexos em inibicao cruzada envolvendo tipo tripsinas e tipo subtilisinas com inibidores
ovomucoide e eglina, ficou evidente que o perfil apolar da superficie de contato é mais
discriminante entre esses complexos e que o perfil polar tende a indiferenciagdo. Também
pode ser inferido a partir dessa andlise que a exclusao da area superficial parece ser
ditada pela enzima e nao pelo inibidor. Mas, a analise estendida para os 36 complexos,
esse padrao inicial nao ficou tao evidente.

Da analise dos clusteres formados, foi obtido um modelo que tem bons agrupa-
mentos, nao necessariamente 6timos, variando entre 4 e 6 seis regioes hidrofébicas, para
a maioria dos casos da base composta por tipo tripsinas e tipo subtilisinas e inibidores
protéicos distintos. Nesse sentido, uma varredura espectral é definida aqui como a possibi-

lidade de se obter de 4 a 6 clusteres com boa qualidade que definem a complementariedade
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hidrofébica entre regioes da enzima e do inibidor.

Um dos resultados desta tese foi indicar que todas as 6 regides hidrofébicas no
lado enzima tem perfil nitidamente hidrofébico. Isso encontra respaldo nos trabalhos
pioneiros de SCHECHTER & BERGER [Schechter et al. (1967)] no mapeamento des-
ses sitios, que fizeram uso de polialaninas, um peptidio nitidamente hidrofébico no todo.
Mas, SCHECHTER & BERGER previram uma correspondéncia de um residuo do ini-
bidor/substrato para cada sitio da enzima. A visdo ofertada por esta tese é diferente,
dado que atomos de mais de um residuo, tanto peptidase quanto inibidor, podem compor
agrupamentos em que a correspondéncia nao é de um para um.

Outro resultado importante desta tese foi a indicagao de que pode haver nas inter-
faces das peptidases uma superestrutura anelar ou semianelar hidrofébica. Tal resultado
poderia ser condizente com a hipétese O-ring defendida por BORGAN & THORN [Bogan
and Thorn (1998)] como um anel interagoes e energias com ligantes mais fracas cercando
outras mais fortes ao centro, chamadas hot spots. Uma organizacao anelar hidrofébica
em enzimas poderia ter efeitos sobre as daguas de solvatacao, de modo a interferir no pa-
drao das flutuagoes de densidade local do solvente, algo que Chandler e outros autores
[Chandler (2005),Willard and Chandler (2008)] vém demonstrando ser fundamental para
as complexacoes proteina-proteina. Tal anelamento poderia ajudar a explicar também a
promiscuidade de certas enzimas com rela¢ao a substratos/inibidores que experimentalis-

tas constatam empiricamente em seus laboratorios.

9.1 Perspectivas

Entende-se que os objetivos pretendidos, elencados no capitulo 2, foram alcangados.
Dada os aspectos circunstanciais que esta tese enfrentou, com mudanca de orientador, em
funcao da passagem do nosso saudoso Prof. Marcelo Santoro, houve um tempo curto
para a readequacao de rumos e redefinicio de novos objetivos. Mesmo assim, apesar do
intenso trabalho feito nos tltimos 18 meses, muitas coisas ficaram ainda por ser melhor

compreendidas e modeladas.
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9.1.1 Padroes de Distribuicao de Contatos

A andlise prévia de 4 complexos em inibicao cruzada revelou um curioso padroes
entre os perfis das distribuicoes APOLARES e POLARES. Mas, ao estender tal plotagem
para os 36 complexos, os padroes ficaram ainda mais intrigantes. E necessario que se
faca um estudo ainda mais aprofundado dos padroes gerados por essas distribuicoes,

correlacionando-os, principalmente, a parametros termodinamicos e cinético do binding.

9.1.2 Estatistica das Métricas de Agrupamento

Outro ponto que ficou deficitario diz respeito a um melhor tratamento estatistico
nas métricas que aferem qualidade dos agrupamentos. E preciso entender melhor as
deficiéncias e insuficiéncias do coeficiente de silhueta, principalmente, como os subclusteres

noloop podem interferir nessa métrica.

9.1.3 Alinhamento dos Agrupamentos

O alinhamentos dos agrupamentos tendo por base o lado inibidor foi um exercicio
prévio e manual. Além de fazer o mesmo com o lado enzima, é necessario automatiza-los,
e pensar em modelos visuais e tratamento estatistico mais adequados, como a visualizacao

em Logo e medidas de entropia informacional.

9.1.4 Visualizacao dos Modelos

Algumas limitagoes relacionadas ao modelo visual de apresentacao dos clusteres
foram identificadas e podem nortear a realizacao de trabalhos futuros. Nesse modelo,
residuos que se localizam na fronteira entre dois grupos por exemplo, sdo em alguns casos
representados mais de uma vez, o que implica na necessidade de uma inspecao visual

da estrutura tridimensional. Além disso, ndo é possivel identificar no modelo o nimero
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dos residuos. Na comparacao entre dois modelos, a identificacdo dos complexos deve ser
alterada no c6digo. Entao, pretende-se melhorar o modelo de visualizacao implementando-

se 0s seguintes recursos:
o visualizagao dos residuos conectivos de clusteres e sua identificacao no arquivo PDB;

o alinhamento de clusteres a partir dos centros geométricos de residuos apontados

como “sentinelas” ou referéncia;

o visualizacao a partir do modelo de clusteres da estrutura tridimensional do com-
plexo e regides hidrofobicas, usando, por exemplo, um plugin para ferramentas de

visualizagao;
« entrada de dados de identificacdo dos complexos por meio do PDB ID.

Com essas melhorias, pretende-se também fazer uma versao Web para a geracao automa-

tica das regioes hidrofébicas correspondentes entre enzima e inibidor.

9.1.5 Aspectos Dinamicos

Para obter resultados que reflitam diretamente a influéncia da agua na hidrofo-
bicidade dos complexos protéicos e que consequentemente podem alterar a funcao das
enzimas e as interagoes enzima/inibidor [Patel et al. (2012)], propoe-se a realizagao de
simulagdo dindmica e a partir dos arquivos PDB obtidos a aplicacao do agrupamento
espectral. Atualmente, as estruturas protéicas do repositério PDB contém pouca ou ne-

nhuma informacao sobre a agua.

9.1.6 Superestrutura Hidrofébica Anelar

Explorar o mais fundo possivel nossa sugestao da existéncia de uma superestrutura
hidrofébica anelar e suas possiveis correlagdes com a hipotese O-ring de Borgan & Thorn
[Bogan and Thorn (1998)].
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9.1.7 Outras Peptidases

Outra meta é ampliar o escopo desse trabalho para outras familias das serino

peptidases e também outras peptidases tais como as cisteino peptidases.
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Apéndice A
Método Silveira-Romanelli

Vamos considerar duas esferas, uma com centro na origem,

2’ +y’ + 2% = R} (A1)
e outra com centro sobre o eixo z dada por
2> +y 4 (2 — d)? = R} (A.2)

onde d > 0e Ry > R,. A ideia é calcular a area de cada uma das calotas internas gerada

pela intersecao das duas esferas utilizando a integral dupla para superficies genéricas:

A= //D VFel@ )2 + f,(2,9)? + 1dA. (A.3)

Para isso precisamos encontrar a regiao D e as fungoes que descrevem as superficies.
Por A.1 temos

2>+t =R - 22

Agora, substituindo em A.2, obtemos

R — 22+ (2 —d)? = Ra.
Isolando z na equacao acima chegamos em

&+ R} - R3
B 2d ‘
substituindo o valor z na equagdo A.1 obtemos a equag ao da circunferéncia que limita a

(A.4)

z

regiao de integracao D:

d*> + R? — R}
2d '
Isolando z na equagao A.1 obtemos a fungao, z = f(z,vy),

v* +y* = R} — (A.5)

e suas derivadas parciais
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af 1 1
9 __Z 9
Or  2(Rf—a?—y?)>

¢ 9 1 1

Or  2(R}—a2—y)z

Substituindo na férmula A.3 temos

12 2
ASy) = //JD\/R1—1E2—y2+R1—172— _ + Ldady
22+ 2+ R? — 22 — 92
= dxd
//D R1—$2—y vy

2

Ry
—d d
.//D Ry — 22 — 42 ey
d’+R?—R32

Colocando, para simplificar a notagao, M = —=L—2 reescrevemos a integral

acima em coordenadas polares e obtemos

2r  po/R3-M?2 R%
A(S) = /0 /0 \/ o ardrds

o R2—M? R,
[P
o Jo VR —12

Fazendo a substituicio u = R? — r?, a integral acima se torna

2w
A(S)) = / —dudﬁ
e, fazendo as contas, temos
A(S)) = 2n[R? — R M. (A.6)

Da mesma forma, para a equagao A.2, a area da superficie Sy é dada por

A(Sy) = 2n[R2 — Ry M. (A.7)

Juntando as equagoes A.6 com A.7, depois de algum algebrismo, obtem-se:

— 9 (R% + Ry%) — (R + Ry)d [1 + (R1 y R2> ] .
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