SANDRO RENATO DIAS

Tese de Doutorado

RESIDUE INTERACTION DATABASE - PROPOSICAO DE MUTACOES
SITIO DIRIGIDAS COM BASE EM INTERACOES OBSERVADAS EM
PROTEINAS DE ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL CONHECIDA

Tese apresentada ao Curso de Doutorado em
Bioinformdtica, do Programa de P&s-Graduacio
em Bioinformdtica do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial a obtencdo do titulo
de Doutor em Bioinformdtica, Area de
concentracdo: Estrutura de proteinas.

Orientador: Prof. Dr. Ronaldo Alves Pinto Nagem
Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Instituto de Ciéncias Biolégicas, UFMG

Co-Orientador: Prof. Dr. Richard Charles Garrat
Departamento de Fisica e Informética, Sdo Carlos,
USP

Belo Horizonte - MG
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG
2012



Dedico este trabalho a minha mde, Laurita Veiga Dias,
minha primeira professora, minha primeira orientadora,
minha primeira mestra, a razdo da minha existéncia. Foi
a beira do tanque, enquanto lavava roupas, que me deu as
minhas primeiras li¢oes de alfabetizacdo antes mesmo de
eu iniciar os meus estudos na escola. Naquela época, por
volta dos 5 ou 6 anos de idade, eu queria ler e ela me
ensinou “Li-a be-be lei-te”. D. Laurita me deu esperanca,
[é, confianca, me fez ser o que sou hoje e me dizia sempre
“um dia, vocé vai ser doutor”.



AGRADECIMENTOS

Apesar de ser uma secdo de agradecimentos, vejo a
necessidade de inicid-la com um pedido de desculpas.
Desculpas a todos que me rodearam pelas minhas falhas,
auséncias, atrasos, sonoléncias e demais consequéncias
dessa vida de doutorando. Em se tratando de
agradecimentos, primeiramente a Deus, pela luz, forga,
persisténcia e aquele conforto no momento de maior
desespero. A meus pais, sempre, incondicionalmente. Ao
meu filho Gabriel pelo carinho, compreensdo, apoio e por
me deixar vencer no Mortal Kombat, mesmo eu estando
dormindo. A minha Débord®®“*®"  por tudo e
principalmente por me aturar e estar ao meu lado, me
apoiando. Ao meu orientador e amigo Prof. Dr. Ronaldo
Alves Pinto Nagem, por me permitir usufruir da sua
sabedoria através dos seus ensinamentos e observagoes
precisas. Aos colegas do laboratério Bioest, aos meus
amigos, familiares e a todos que colaboraram direta ou
indiretamente com este trabalho. Por fim, um
agradecimento especial ao meu fiel antigo companheiro
notebook Toshiba e meu atual companheiro notebook
Dell, amigos que me acompanharam durante todo o
doutorado colaborando para o progresso da Ciéncia. Eles
estiveram mais proximos de mim e tiveram mais contato
comigo do que qualquer outra pessoa.



“Tudo vale a pena se a alma ndo é pequena” porque “o
homem é do tamanho do seu sonho”. Assim, “eu sei que
ndo sou nada e que talvez nunca tenha tudo. Aparte isso,
eu tenho em mim todos os sonhos do mundo.” E ai eu me
pergunto, depois de tudo: “Valeu a pena? Tudo vale a
pena se a alma ndo é pequena. Quem quer passar além do
Bojador tem que passar além da dor. Deus ao mar o
perigo e o abismo deu, mas nele é que espelhou o céu.”

Fernando Pessoa (vdrios trechos intercalados)

1



RESUMO

Neste trabalho € descrito um algoritmo usado para predizer pares de residuos de aminoacidos
em proteinas alvo (com estrutura tridimensional conhecida) que poderiam ser mutados por
pares diferentes de residuos de aminoécidos com o objetivo de introduzir uma nova/diferente
interagdo entre estes residuos. Isto resulta em um mutante “in silico” com possibilidades
estereoquimicas de existir “in vitro” com o aumento da estabilidade conformacional e térmica.
Para alcancar isso, foi criado um banco de dados baseado no PDB composto de pares de
residuos de aminodcidos interagentes observados em proteinas de estrutura conhecida. As
mutagdes sdo propostas de forma a manter o enovelamento da proteina alvo (e
consequentemente sua funcdo) através, basicamente, da conservacdo da conformacdo da
cadeia principal dos residuos mutados. Neste trabalho também sao apresentados os aspectos
principais dessa base de dados, a forma como encontrar os pontos de mutacdo e alguns
resultados. Uma busca completa na estrutura de uma proteina alvo foi realizada para
identificar cada par que poderia ser mutado usando alguns dos pares do banco. Pretende-se
com este procedimento, verificar um nimero de possiveis mutantes em diferentes enzimas
com potencial de aplicagdo em processos de biorremediagdo, onde condi¢des ambientais
agressivas sdo esperadas. E apresentada a ferramenta RID (Residue Interaction Database),
uma nova base de dados e algoritmo para propor mutacdo de pares de residuos em uma
proteina objetivando aumentar sua estabilidade focando na manutencdo da conformacgdo de
sua cadeia principal. Sao descritos os detalhes do algoritmo para gerar a base de dados dos
residuos de aminodcidos interagentes e o método para otimizar a busca. Comparado com
outros métodos, RID aumenta as alternativas de proposi¢do de mutacdo devido a variedade de
interacOes usadas para criar o banco de dados e que irdo contribuir para o aumento da
estabilidade proteica. A ferramenta se encontra disponivel em

http://www.bioest.icb.ufmg.br/RID.

Palavras-chave: interacdo residuo-residuo, banco de dados bioldgico, modificagdo de
proteina, mutagdo sitio dirigida.



ABSTRACT

In this work we describe an algorithm which is used to predict amino acid residue pairs in
target proteins (with known 3D structure) that could be replaced by a different amino acid
residue pair in order to introduce a new/different interaction between residues. This might
result in an “in silico” mutant with stereochemistry possibilities to exist “in vitro” with
increased thermo and conformational stability. To address this, we have created a PDB-based
database composed of pairs of interacting amino acid residues observed in proteins with
known structure. The mutations are proposed in a way to maintain the target protein's fold
(and function) as, basically, the main chain conformation of mutated residues are supposed to
be conserved. In this work we also present the main aspects of this database, the way to find
the mutation points and some results. A complete search in a target protein structure was
performed to identify each residue pair that could be mutated using some of the pairs in the
database. We intend to use this procedure to verify a number of possible mutations in
different enzymes with potential application in bioremediation processes, where aggressive
environmental conditions are expected. We present RID (Residue Interaction Database), a
novel database and algorithm to propose a residue pair mutation in a protein aiming to
increase its stability focusing in the conformation maintainability. We describe the details of
the algorithm do generate the database of interacting amino acid residues and the method to
optimize the database for quick searches. Compared to other methods, RID increases the
alternatives to propose mutation because of the variety of the interactions used to create the
database and that will contribute to increase the protein stability. The tool is available at:

http://www.bioest.icb.ufmg.br/RID.

Keywords: residue-residue interaction, database, protein modification, direct site

mutagenesis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Formacgdo da ligagdo peptidica por condensag¢do (Lehninger, Nelson e Cox,

Figura 2 - Distancias e angulos da cadeia principal. Estudados por Laskowski, Moss e
Thornton (1993) — a esquerda. Apresentados por Voet e Voet (2011) — a direita....19
Figura 3 — Aminodcidos agrupados em categorias num Diagrama de Venn.......ccccovvveeereeeennnns 21
Figura 4 - Estruturas tercidrias da proteina 1BBD (PDB). A esquerda, cadeia L da
proteina. A direita, cadeia H da mesma proteina. ........ccceeveveveeeeeeveeeeereeseeeveeennes 22
Figura 5 - Estrutura quaterndria da proteina 1BBD (PDB), agrupando as duas estruturas
TEICIArias da FIGUIA 4. ..ooeiieiieiiiieeeee ettt e e esabae e e e e e e s een senntbareeeeeseenn 22
Figura 6 - Sequéncia de residuos de aminodcidos na proteina cuja estrutura
tridimensional foi resolvida e depositada sob o cédigo 1BBD no Protein Data
Bank (PDB). Por uma questao de simplificacdo, sera adotado o codigo PDB para

se referir a proteina cuja estrutura foi determinada e depositada no PDB sob

€51 MESIMO COUIZO. woviiiiiiiiriiiiiee ettt e e teeree e e e e e s tbrbereeeeeesesbsrenessneeeeeesensnnes 23
Figura 7 - Algumas interacdes que afetam a estabilidade de uma proteina ......ccccvvveeereeeennnes 25
Figura 8 - Ponte dissulfeto ligando duas cisteinas (formando as cistinas)........cccccceevveeriuveennns 26

Figura 9 - LigacOes de hidrogénio comuns em sistemas bioldgicos. Acima, aceptores de H

LI | = 1D o T Lo Y=Y [o] XSO ORURPRRRRRRRR 27
Figura 10 — 2 ligagdes de hidrogénio (OD2-H € ODI1-H) ....cceevuiiieiiiieciieesiee e 28
Figura 11 — Dupla hélice do DNA sob forcas hidrofdbicas expulsando moléculas de agua.....29
Figura 12 - Trechos da identificagdo do arquivo PDB 2IME .........ccccevciveeeiniieee e e 35
Figura 13 - Trechos da anotagao do arquivo PDB 2IME ........cccoccuiiiiiiiiieeiiiiee e csineeee e 36

Figura 14 — Trechos da estrutura primdria, heterogéneos, estrutura secundaria,

conectividade, cristalografia e coordenadas de transformagao do arquivo PDB

2IMIE. .. et e e e et e e e e e e et aa e e e e e et e eatb e aaas 37
Figura 15 - Parte das coordenadas atomicas do arquivo PDB 2IME ........cccceeeeeieviicivveeenecennnn, 38
Figura 16 - Tirosina 103 da myoglobina, a 1A (esquerda, PDB 1A6M) e 2,7 A (direita, PDB

LOBM) ettt ettt eeeee e ee e eee et e et e e e et e e s eaee e e e e et eeee et eeea et et eeeeeee e et ena e 39
Figura 17 - Trecho de cddigo shellscript usado no script de geracdo dos arquivos das

1 gL =] = (oo L= LU TP PPPPPP RPN 50
Figura 18 - Diagrama do funcionamento do SiSteMa ......cccuvieeiriiieiiiiiiee e 51

Figura 19 - Cadeia principal de uma proteina com seus comprimentos tipicos e os

ANGUIOS Pl € PSI W ceieiiiiiiiiiiiie et ssbre e e s s e s abae e e saaeeas 67



Figura 20 - Arquivo SG2gh0_169B_175B.ent-f.trans-mc.pdb, contendo a cadeia principal
da ponte CYS169-CYS175, da cadeia B, do arquivo pdb2gh0.ent........cccccovvveereeennnnee 68
Figura 21 - As quatro distancias para o par de residuos interagentes Arg-Asp ......cccoccveeeennee. 68
Figura 22 - Estrutura do arquivo 1lpen, demonstrando alfa hélices, loops e pontes
dissulfeto (dtomos em verde destacados a esquerda). A direita, sua estrutura
1 o] g a1 o= Welo] oo 1= - TR PPPR PR 70
Figura 23 - Trecho SSBOND do arquivo pdblpen.ent, descrevendo as pontes dissulfeto....... 71
Figura 24 - Trecho do relatério do mddulo SG-search, que percorre a proteina
identificando pares de reSidUOS .......covviiiiiiiiiiiie e s 72

Figura 25 - Lista dos pares candidatos a mutacdo encontrados ao término da execugdo

(o [0 311 4T Yo [V ] [o TP U UPUPR 74
Figura 26 - 1pen com as sobreposi¢des da linha 16 da Tabela 8 (ponte CYS2B-CYS8B do
pdb 1a0m) a esquerda e da linha 18 (ponte CYS210A-CYS213A do pdb 1gai) .......... 76

Figura 27 — Estrutura do polipeptideo PDB 1PEN e suas pontes dissulfeto (dtomos de

enxofre em verde) além de uma possivel ponte a ser adicionada a partir do

banco (1gai — CYS210A-CYS213A) a direita da figura......cccceveeeeeiecnvveeeieeeeienreeeeeeen, 77
Figura 28 - Arquivos deltas para a ponte 2A-8A (esquerda) e outro par do banco ASP14A-
TYRLISA (AIr€iIta)..cceeieerrrrrieieeiiiiiiieeeeeieee e eeeittrre e e e e e e eeseatrrrereeeeeesesbsseseeeseeesessensssranneens 78

Figura 29 - Exibicdo das linhas 1, 2, 3, 4 e 6 da Tabela 8 (pontes do banco que se

sobrepdem com menores distancias a ponte CYS2A-CYS8A do polipeptideo

i oT=1 o) SO UURRORP 78
Figura 30 - Trecho do resultado da execugdo do EDBCP........cccceeeeveeiiiicirreereeeeeeiiirreeeeeeeeee e 79
Figura 31 - Trecho do resultado da execugdao do DIANNA .....ccccciiiiiriiiee e e 80
Figura 32 - Trecho do resultado da execugdo do Disulfind ........ccceeeveeiciiveeeriieiiiiciiieeeeeeeeeeenn 80
Figura 33 - Trecho do resultado da execugdo do SSBOND.........ceevveiiiiiiiiirereeee e e 81
Figura 34 - 16 distancias entre os atomos da cadeia principal dos residuos centrais............. 83

Figura 35 - Exemplo de par que compde o banco de dados para sobreposicdo (a direita o
ArQUIVO PDB ZEIad0) ..ciciieiiiieeiii ettt ettt et e e e e e e e seabbbeee s sreeeeessennnes 85

Figura 36 - Sobreposicdao de trés arquivos PDBs muito similares do banco de dados
gerados PElO AlZOrTTIMO c.ccoiviiieeiee e e e e et bbb e e e e 86

Figura 37 - Exemplo de sobreposicao (direita) com indicacdo das distancias; dois pares

sObrepostos (eSQUErda € CENTIO) ....uiivuiieiiieeciieeciee ettt ree et e et e e e saaee s 87
Figura 38 - DER O SISTEMA ..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiereeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteeeeeeesesessseseseseresesssssesreeeeees 91
= (VT e 1 I =Y = W [ o {1 O PR 94
Figura 40 - Formulario de registro de usudrio N0 SiStEMa .......cccveeiiriivieeiriieee e 97

Figura 41 - Formulario de submissdo de arquivo ou indicacdo do cddigo PDB............c..cc....... 98



Figura 42 - Lista dos arquivos do usudrio indicando a quantidade de interacdes ja

concluidas e o nimero de candidatos encontrados ........cccceeeeiveeeecciieeeeiieee e, 99
Figura 43 - ESCOING das INtEragles ....uueiviuiiiieieiiiee ettt e e e e st e e s e e sbae e e ssaaaeeena 100
Figura 44 - Visualizacdo dos trés pares mais proXimos ......ccccvveeeeeeeeiieiinreereeeeeeiisinreeeseeeeeeenns 105

Figura 45 — MUpro - resultados encontrados na avaliagao da estabilidade da mutagao
N12C e Y15C, do polipeptideo IPEN ......cccoviiiiiiiiiiiie ettt 107

Figura 46 — AUTO-MUTE - resultados encontrados na avaliacdo da estabilidade da
mutagao N12C e Y15C, do polipeptideo IPEN.......cccoovviiiiiriiiieeeieee e 107

Figura 47 — AUTO-MUTE - resultados encontrados na avaliagdao da mudanga de atividade
para a mutacdao N12C e Y15C, do polipeptideo IPEN.......cccceveeevieriireeeeeeee e, 108



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Crescimento anual do total de estruturas do PDB. Em azul o crescimento do
ano, em vermelho o crescimento acumulado. ........oeeveeveeeeieeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 31
Grafico 2 - Quantidade de métodos de resolucdo na base de dados: (Acima) Todos;
(Abaixo) Excluindo X-Ray Diffraction (56799) e Solution NMR (8367) .........ccccuveue.. 62
Grafico 3 - Histograma das resolug¢des dos arquivos do PDB Fonte: Dados extraidos dos
arquivos do PDB (Setembro de 2010) .....ueeieeiiiiiciiireeeeeeeeieciireeeee e e eeenreeeeeeeeeeenaannes 62
Grafico 4 - Distribuicdo das distancias S-S descritas nos arquivos PDB, em Angstrons
Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB (Setembro de 2010).........ccceeuvvveenne. 63
Grafico 5 - Distribuicdo das distancias S-S segundo a resolugdo do arquivo, em Angstrons
Fonte: Dados extraidos dos arquivos dO PDB .........cccovcviieiiiiiieeiniiieeesiieeessiiee e 64
Grafico 6 - Distribuicdo das distancias, em Angstrons, do Co (CA) a cada atomo da outra
Cys Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB............cooviiiiieeiieeeiiiirneeeee e 69
Grafico 7 - Distribuicdo das distancias, em Angstrons, do C a cada atomo da outra Cys
Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB .........cccovcviieiniiiieeiniiieeeeieeeeesiiee e 69
Grafico 8 — Potenciais interacdes (pontes dissulfeto) a serem inseridas na proteina 1PEG
apos introdugdo da dupla mutagao SUZErida......ccevvvieeiiiiiieiiriiee e 101
Grafico 9 - Zoom em regido da figura anterior, podendo-se observar com detalhes.
Ponto clicado indicando os detalhes (identificacdo e valor).......cccoeevvvveeeiieiieennnneen. 102
Grafico 10 - Visualizagdo do ponto clicado, podendo-se observar os detalhes das
distancias da interacdo encontrada (Matched) e do par da proteina-alvo
W18 (<] 0 TSRO 103
Grafico 11 — Navegagao no Grafico 10 visualizando um par da interagao que difere do

par da proteina alvo, o que pode ser feito observando-se a sequéncia das



LISTA DE EQUACOES

Equagdo 1 — Variagdo da Energia Livre de GibbsS.........coiiviiiiiiiiiiie i 17
Equagdo 2 — Medida para comparagdo em termos da diferenca da estabilidade
CONFOIMACIONAL...ciiiiieiiiie e e sbe e e sabeeesaaee s 17
Equagdo 3 —Energia EletroStatiCa ..cc.ueeiecieiei ittt 26
Equacdo 4 — Equacdo para o cdlculo da energia de uma interagdo hidrofdbica ..................... 30
Equacdo 5 — Férmula utilizada para o cédlculo da distancia (euclidiana) ......cccccccoeeevvveveeeeennnnn. 53

Equagdo 6 — Equagdo para calculo do valor do score, baseado na distancia euclidiana......... 54



LISTA DE ALGORITMOS

Algoritmo 1 — Montagem do banco de iNtEragles ........ccccueeeeriiieiiniiiee e 52
Algoritmo 2 — Levantamento das diStAnCias ........ceevvuuieeiriiiieiiiiieee e 52
Algoritmo 3 — Busca de candidatos na proteina alvo.......cccccvveeeeeiieiiiiiiveeeeeeeeeecreeereee e 53
Algoritmo 4 — Busca bdsica de interagdes NUMa Proteina.......ccceeeivevieeieniieeeeniieeeeeieeeeee e 54
Algoritmo 5 — Otimizacdo dos Pares da iNteraga0 ......eeicicvicciiureeeeeeeeieiiirereee e eerrrrerrereeee e 55

Algoritmo 6 — Busca de interagdo Na ProteING.....cccveeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeecirrrereeeeeseesnrrnrrereeeeeeeens 55



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DAS ESTRUTURAS MANTIDAS NO PDB EM SUA ATUALIZACAO DE 30/10/2012...32

TABELA 2 - REGISTROS DO ARQUIVO PDB (TRADUGAO NOSSA) ..eeevreeeeeireeeeeiireeeeeereeeeeenreeeeesennnenaens 33
TABELA 3 — FORMATO DA SECAO DE COORDENADAS ATOMICAS DO ARQUIVO PDB (TRADUGAO NOSSA)...... 34
TABELA 4 - INTERACOES E SUAS CARACTERISTICAS .vvuuueeeeeerreeerrrsnaeeeeeeereeesrsnneaeeeeessmnnnnaesesesssessssnnnnns 58
TABELA 5 - CARACTERIZAGAO DA DISTANCIA DA PONTE DISSULFETO ..uuvvvrrereeeeeerenrrnneeeessssnnnrnneeessesseens 59

TABELA 6- CARACTERIZAGAO DA DISTANCIA DA LIGAGAO DE HIDROGENIO. AS DISTANCIAS SAO ENTRE DOADOR

E ACEPTOR. 1 tttttuuteettuueseeettuaeeeeetnueseeetenesseeeasseeresssseeeessssseenesssseesesssseeeesssnseenenssenenssseeensnnnesenennnnns 59
TABELA 7 - CARACTERIZAGAO DA DISTANCIA DA INTERAGAO ELETROSTATICA cevvvvveereereeeeeeeereeereeererereneeens 60
TABELA 8 - MAIOR DISTANCIA INTERATOMICA POR ARQUIVO ..cceeerieuuiirrireeeseesninrreeeesesesannrreeseeeeeeseans 75
TABELA 9 — RESUMO DAS ETAPAS DE GERAGAQO DO BANCO DE DADOS...cuuuueeerrneeerenneeerennaeeeeesnneeesssnnnns 88
TABELA 10 — RESUMO DAS ETAPAS DA BUSCA NUMA PROTEINA ALVO .cevvreirrerreereeereeeeeeeeeeerereeeserereeeeees 89
TABELA 11 - ERROS ENCONTRADOS NOS ARQUIVOS DO PDB....ccoiiiiiiieeee e 93

TABELA 12 - BUSCA DO MELHOR PAR CANDIDATO A MUTAGAOD ..uuveeeeeeeeeiiiiieieeeeeeeeeeennnnieeeeeeereesnneens 104



SUMARIO

1. INTRODUGAOD......ceeeerererreersseessesssesssesssesssesssessessssessessssessesssssssesssssssssssesssessssssssssasnns 16
1.1 PROTEINAS eeetitteet et ettt et e e e e sttt e e e e e e e s ettt e e e e e e sssabbeaeaeeeseesaasbbaaaeaesessessnssnsanaeens 17
0 Y R Vi ] To o Tl Lo [0 USSP PPP PP 18
J.1.2  ESTIURUIG ..ottt e et eeeeeeeeessssssnsnsnsnnnnes 21
1.1.3  InteragOes € estabilidade ................eceeeeeeveviveeiieeeeeiiiireeieeeeeissiiseeeeeeeesssiissasees 23
1.1.3.1 Interaces eletroStAtiCas ......cocvvurieeieeie e ee et e e e e e e e eaanes 25

1.1.3.2 PONteS diSSUIFETO wueviiiiiiiiiciiie e 26

1.1.3.3 LigacOes de HIdrOZENIO .....ccovvuvrreeiieiiee et eeretrrree e eeserrreee e e e e seeeeenannns 27

1.1.3.4 InteragOes HidrofOhiCas......ccoeevureriieeiee ettt e e e e e e e eaanes 28

1.2 PROTEIN DATA BANK....cttttttttitititttitteittettteteteteteteteeeeeetrteereseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeserereseseeeeeeeeeses 30
1.2.1  Formato do QrquUiVO PDBi............uuuueeeeeuuereeenuruieissesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssmmnnns 32
1.2.2  EXemPlo de QrquiVo PDB ............ueeeeeieeeeiiiiieeieeieeeeeiseieseeeeeseessssissssessssensssssssssssnns 34
1.2.3 RESOIUGGHO ..ottt e ettt e e e et e e s s ttaa e e s sastaeaasesstaeesnans 38

2. JUSTIFICATIVA .ooiiiiiirieiiiiiinitinrnssssssssssssisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 40
3. OBJETIVOS.....uiiiiiiiiiiinnnniiiiiiiininenssssiisssiirssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 46
3.0 OBJETIVO GERAL . uuuuuuuuuuu e s s s e s es s 46
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .eeeeeeiauurretereeessaaunrreteeeesssasnnrereeeseeeesssasanseneeesessassansseneesesssesanssnneees 46
4., IMETODOLOGIA .......cciiiiiiitinittnisinniiieesnsssssssssrsssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssns 48
4.1 BANCODEDADOS . .ceiiiiieeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseaeeeaaaaaaeeeaeaaaaaaaaaaaaaeaaaaaaaeeaesesesesesesasassanasaeaeans 51
8.2 BUSCA ettt ettt et et e e e e e r e e e e e s e rer e e e e e e e ean s e e rnraeeeeeeeaaan 53

5. RESULTADOS.....cccittttttennnniiiiniiiiteennsnsssessssisssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnsssssssssssssssnnns 57
5.1  DESENVOLVIMENTO DA BASE DE DADOS ....uuuuuuuuuuununnnnnnnnnnnnnnnnnsnsnnssssssssessanenannnnnnnnnnnnnnnnnnsnsns 57
5.1.1 Etapa 1 - Montagem da base de dados iniCiQl ..............cccoevuvveeeeeeeeeiiivvennieeennanns 61
5.1.2  Etapa 2 — Cdlculo das distdncias e defini¢éo dos pardmetros para caracterizagdo

(o [0 R a1 =T g0 ol 1=K PSPPSRI 65
5.1.3 Etapa 3 — Busca em uma proteing QlVOo............ccccueeeeieeeeesviieveeeeeeeeiiiiinveveeeeennans 70

5.1.3.1 Comparacao do resultado obtido com o resultado de outras ferramentas....79

5.1.4 Etapa 4 — OtimizagGo da base de dados e da busCa ............ccoeecvvveeveciveevrinenan, 82
5.1.4.1 Geracao de arquivo para mais de Uma Cadeia .....ccccceeveruurnrnrnrnrnmnrnrnnnnsrnrnnnnnnn, 82
5.1.4.2 Verificagdo de 16 diStanCias .....cceeercurrieiiiiiieeiniiieeeerieeessieeesssiee e e s saeee e 82
5.1.4.3 Critério para SODrepOSICAO ..uevvuviieiiiiiiiee ittt see e saa e e 83
5.1.4.4 Integracdo, arquivos, COTIZ0 .....couivurrrreriieeiiiiiieeeee e eeceirrree e e e eesearrreeerereeeeeeas 83

5.1.4.5 Otimizagao da BUSCA.....ccviiiiiiiiiieie ettt e e s e siaeee s 85



5.1.4.6 Diagrama Entidade Relacionamento.......cccccuveuriieriieiiiiciirieeeee e 89

5.1.5 Etapa 5 — Insercdo de novas interagoes NO ProCeSSO.......cceveeeeeeeeieeiiiieriiiisiiriinns 92
5.1.6  Problemas encontrados em arquivos do PDBi..............cccccoeeeeescveeessiriaessiienennn, 92
5.2 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA....ciiuriieiiiriieiiiirieesiiireeessineeessnsibseesssssnsesssssnseessssssesssnsns 94
5.2.1  Integraglo de teCNOIOGIAS .........ccevecuvereeseiiieeeeeiiieeeeieeeeste e e stee e ssiaee e s ssisieee s 95
5.2.2  USO 0O SISLEIMQ ...ttt ettt s e e s e e e s ate e e ssiaae e e essseee s 96
5.2.3  Arquivos submetidos Pelo USUGTIO ............cceeeeeeeeviveeeieeeeeieiiirveeeeeeeeessiisveenesennnns 98
5.2.4  ESCOING A€ INtEIAGOES .......evveeeiieeeeiiieeeseiiee et estte e sta e s site e e ssiaee e e s esssaea s 99
5.2.5  Visualizag@o das iNtEIAGOES .........cccueeeeeecuviieeisiiieeessiiiaeesiieeesssiieeessisaesssisines 100
5,26 ANGLSE A DUSCA ....c...veeeeeieeeeeeeee ettt saee s 105

6. CONSIDERAGOES FINAIS........ceerueereerrreeeenseesseesssessssssesssesssesssesssssssesssssssessssssessssenses 109
6.1 PROJETOS FUTURDS. .. e s e s sssmsssns s 111
6.1.1  Diferenca das diStANCIAS.........cccovveeeeeieeieeeeeiiriieeeeeeessiiiveeeeeeeessssisvrersseesesseensns 111
6.1.2  JO FEFCIENCIAS .....vvveeerieeeeiieeeessieeeeeesitteeesitee e e sttt e e s sstaeesssssaasssstaessssssssnaesnns 111
6.1.3 Avaliagdo de estabilidade e atividade.................cccoueeeevecvveeesiiiieeesiiiesessiieennns 112
6.1.4  ValidagGo €M DANCAAA .........ccccuvvveeieeieeeecieciiiieieeeeeeesciireeeeeeeeesssisereeeseeeesssienns 112
6.1.5  AIteraghes NA iNtEIfOCE .........ccovvvuveeeesciiiiieesiieeesciieeeesiteeesiee e e stre e s ssiresaeesns 112
6.1.6  SUPPOIt VECtor MOCHINEG.............uvveeeeeieeeeeieeieieeeeeeeessiiiseeeesseessssissreeeseesesssiesns 113
6.1.7  INteragOes eNtre COCIAS .........uuuuuuurerurerererrrersresssssesesssssessssssssssssssssssesessssressnnnnn 113

REFERENCIAS........cccveeueeueerteeseeieestessesstessessessesssessessssssessesssssssssessesssessessessssssessesssessessesses 114



16

1. Introducédo

As proteinas constituem uma das classes mais importantes de macromoléculas existentes nos
seres vivos devido as intimeras fungdes que desempenham, indo desde catdlise, transporte,
regulagdo até fung¢do imune (Lehninger, Nelson, Cox, 2007). Pesquisas que envolvam,
portanto, melhorias nas estruturas dessas macromoléculas beneficiam varios segmentos
distintos como saide (desenvolvimento de farmacos, tratamentos, vacinas), industria
(aprimoramento em enzimas digestivas usadas em vdrios processos), meio-ambiente
(alteracdes em enzimas para a degradacdo de contaminantes), dentre indmeros outros.
Segundo Teilum, Olsen e Kragelund (2011), estas melhorias podem envolver a mutacdo de
um ou mais aminodcidos, que sdo os blocos minimos que compde a proteina, visando um
aumento ou diminui¢do de estabilidade ou flexibilidade com a manuten¢do ou nao da fun¢ao

da proteina.

O estudo das mutagdes em proteinas tem aumentado o entendimento geral sobre as forcas que
estabilizam estas macromoléculas e também sobre a contribui¢cdo de cada uma dessas forcas
nas etapas de enovelamento e desenovelamento (Pace et al, 1996; Huang et al, 2007;
Gonzalez-Diaz, Molina e Uriarte, 2005; Gromiha, 2010). A estrutura tridimensional de uma
proteina, ou sua conformagao, estd diretamente relacionada a sua fun¢ao, o que significa que
qualquer alteracdo em sua estrutura nativa poderd afetar seu mecanismo de acdo no
organismo. Podem-se citar, como exemplo, as doencgas provocadas por mutagdes génicas, que
alteram a sequéncia de aminoécidos da proteina que o gene codifica, como fibrose cistica,

daltonismo e hemofilia (Voet, Voet, 2011; Motta, 2011; Lehninger, Nelson, Cox, 2007).

A estabilidade conformacional de uma proteina pode ser definida como a variagdo da energia
livre de Gibbs (AG, Equacdo 1), para a reacdo de enovelamento <> desenovelamento sob
condicdes fisioldgicas (Pace et al, 1996; Magliery, Lavinder e Sullivan, 2011). J4 em outro

trabalho, Pace (1995) define A(AG), Equagdo 2, como uma medida para a comparacio de



proteinas mutantes (mut) e proteinas nativas (wt) em termos da diferenca da estabilidade

conformacional.
AG = AH - TAS A(AG) = AG(wt) - AG(mut)
Equagdo 1 — Variagdo da Energia Livre de Gibbs' Equacdo 2 — Medida para compara¢do em termos da

diferenca da estabilidade conformacional

Diante do fruto das pesquisas relacionadas a estabilidade, estrutura e funcdo de proteinas,
tem-se como foco desse projeto de pesquisa a seguinte formulagdo: dada uma proteina de
estrutura tridimensional conhecida, quais possiveis pares de aminodcidos poderiam ser
mutados concomitantemente para que uma nova interacdo pudesse se formar a partir desses
novos residuos de aminoécidos viabilizando uma proteina mais estavel? Além disto, como
fazer para que estas mutagdes ndo interfiram com a funcionalidade da proteina e seu
enovelamento? No nosso entendimento estas perguntas serdo respondidas por meio de uma
andlise das estruturas tridimensionais de proteinas conhecidas e a formula¢do de um algoritmo
de busca de padrdes de conformacdes das cadeias principais dos pares de residuos de

aminodcidos interagentes.

11 Proteinas

Uma proteina é uma macromolécula, das mais abundantes nos seres vivos, constituida a partir
de um conjunto ubiquo de 20 aminoécidos distintos ligados covalentemente em sequéncias
lineares (Lehninger, Nelson e Cox, 2007). Elas servem para fun¢des cruciais em
essencialmente todos os processos bioldgicos, como catalisadores, transporte,
armazenamento, apoio mecanico, prote¢do imunitdria, regulacdo, estruturais, diferenciagcdo
celular, geracdo de movimento, transmissao de impulsos nervosos, dentre outras (Berg,
Tymoczko, Stryer, 2006). Motta (2011) acrescenta a esta lista “a manuten¢ao da distribui¢ao
de 4gua entre o compartimento intersticial e o sistema vascular do organismo, participacao na
homeostase e coagulacdo sanguinea, nutricio de tecidos, formacdo de tampdes para

manutencao de pH, etc”.

"onde AH ¢ a entalpia, T a temperatura (em Kelvin) e AS a entropia envolvidas (Lehninger, Nelson, Cox, 2007).
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111  Aminoéacidos

Aminoécidos constituem a estrutura bédsica de uma proteina. Os aminoacidos sdo compostos
por uma cadeia principal de dtomos (N, Ca, C, O), que efetua a ligacdo peptidica com a
cadeia principal de outro aminoécido, e uma cadeia lateral R (ligada ao Ca, iniciando-se no

CB, exceto para a Glicina, que nao possui), onde reside a particularidade do aminoédcido

(Richardson, 1981).

il £
H;N—CH—C—OH + H—N—CH—CO0O"

I
0
Hz() 4%} Hj{)

Pl
H,N—CH—-C—N-—CH-COO

I
0}
Figura 1 - Formacao da ligagdo peptidica por condensagdo (Lehninger, Nelson e Cox, 2007)

Laskowski, Moss e Thornton (1993) estudaram os melhores valores (identificados na Figura 2
- esquerda) para as 5 distincias atbmicas que envolvem estes dtomos da cadeia principal (N-
Ca, Co-CB, Ca-C, C-O, C-N) e 7 angulos relacionados (C-N-Ca, N-Ca-Cp, N-Co-C, CB-
Co-C, Ca-C-N, Ca-C-0O, O-C-N) da cadeia principal das proteinas. Na Figura 2, a direita, €
possivel observar os valores dessas distancias e angulos definidos por Voet e Voet (2011).
Laskowski, Moss e Thornton (1993) demonstraram que estes dados além de precisos devem
ser consistentes durante um processo experimental (ou tedrico) de determinacdo estrutural,
uma vez que a estrutura estd diretamente relacionada com a funcionalidade e qualquer erro

cometido neste processo pode ser determinante para a classificagdo do modelo 3D gerado.



Figura 2 - Distancias e angulos da cadeia principal. Estudados por Laskowski, Moss e Thornton (1993) — a

esquerda. Apresentados por Voet e Voet (2011) — a direita.

A Figura 3 apresenta um diagrama de Venn agrupando os aminodcidos por categorias e
indica, além do nome, o mnemonico (trés letras) e o simbolo (uma letra) associado a este
aminodcido, bem como a estrutura de suas cadeias principal e lateral. Estas categorias
referem-se a cadeia lateral e estdo diretamente ligadas a estrutura e ao enovelamento protéico.
Lehninger, Nelson e Cox (2007) afirmam que cada proteina tem uma funcdo estrutural e

quimica especifica, diretamente relacionada com sua estrutura tridimensional.

As categorias apresentadas na Figura 3 sao definidas por Brevern (2006), Livingstone e

Barton (1993), assim como por Taylor (1986):

e Pequenos — classificacdo diretamente relacionada ao tamanho da cadeia lateral, e o
volume que ocupa, estando nesta categoria apenas os aminodcidos com volume

inferior a 60 A®,

e (Curtos — uma subcategoria da anterior, onde se encontram os aminoacidos com cadeia
de até trés atomos (ndo H) e com volume inferior a 35 A’. A Cisteina faz parte desse
grupo devido ao estado de oxidacgdo da ligacdo S-H polarizada sugerindo similaridade
a Serina (O-H). J4 a Cistina faz parte da categoria anterior pois, apesar do tamanho
curto da cadeia (2 atomos nao H), a formacdo de ponte dissulfeto implica em um

aumento significativo do volume.

e Polares — seus grupos R sdo mais soliveis em dgua (hidrofilicos) pois contém grupos

funcionais que tendem a participar de ligagdes de hidrogénio com a dgua.



¢ Hidrofébicos — que possuem menor afinidade pelo solvente polar — 4gua —, voltando-

se para o interior da proteina.

¢ Aromdticos — que possuem anel aromdtico em sua composi¢do, com suas cadeias

laterais relativamente apolares participam de interagdes hidrofébicas.

e Prolina é um aminodcido que possui propensdo a conectar-se tanto a residuos
hidrofilicos quanto hidrofébicos, o que o impede de ser classificado em qualquer uma

das duas categorias.

e (arregados — que sdo energeticamente favordveis a reagdes com a agua, também
definidos como aqueles que se apresentam normalmente completamente ionizados,

positiva e negativamente.

e Alifaticos — ndo polares e hidrofébicos, possuindo apenas carbono e hidrogénio em

sua formacao, além de ndo conterem anéis aromaticos.

Betts ¢ Russell (2003) apresentam um diagrama similar online’ com a possibilidade de
navegar nas caracteristicas de cada grupo além das caracteristicas individuais de cada residuo.
Também afirmam que esta € uma das muitas possiveis classificacoes e que é uma das que

cobre o maior nimero de categorias e, portanto, mais aceita na Literatura.

? Betts M.J., Russell R.B. Amino acid properties and consequences of subsitutions. In Bioinformatics for
Geneticists, M.R. Barnes, 1.C. Gray eds, Wiley, 2003. Disponivel em: <http://www.russelllab.org/aas/>.
Acessado em: 20/09/2012.
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Figura 3 — Aminodcidos agrupados em categorias num Diagrama de Venn
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Fonte: Adaptado de Brevern (2006), que foi baseado em Livingstone e Barton (1993)

112 Estrutura

Segundo Lehninger, Nelson e Cox (2007), a estrutura primdria de uma proteina refere-se a
sequéncia de residuos de aminoicidos que a compdem. Um polipeptideo, formado pelas
ligacOes peptidicas entre aminodcidos da estrutura primadria, se enovela formando a estrutura
tercidria através de elementos de estrutura secunddria como, por exemplo, as o-hélices
(estruturas helicoidais em azul na Figura 4), fitas f (setas vermelhas na Figura 4, que

agrupadas formam as folhas ) e regides de loop ou alcas (estruturas em ciano, amarelo e



verde na Figura 4). As proteinas com mais de uma cadeia polipeptidica apresentam por fim

uma estrutura quaternaria, como no exemplo da Figura 5.

Figura 4 - Estruturas tercidrias da proteina 1BBD’® (PDB). A esquerda, cadeia L da proteina. A direita, cadeia H
da mesma proteina.

Figura 5 - Estrutura quaterndria da proteina 1BBD (PDB), agrupando as duas estruturas tercidrias da Figura 4.

Tradicionalmente representa-se a estrutura primdria de uma proteina pela sequéncia de seus
aminodcidos constituintes em ordem de ligacdo, conforme mostrado na Figura 6. Isto € feito
representando cada residuo de aminodcido pelo seu mnemonico de uma letra na ordem que

eles ocorrem na proteina.

’ PDB ID: 1BBD. Tormo, J.; Stadler, E.; Skern, T.; Auer, H.; Kanzler, O.; Betzel, C.; Blaas, D.; Fita, 1.
Three-dimensional structure of the Fab fragment of a neutralizing antibody to human rhinovirus serotype 2.
Journal: (1992) Protein Sci. 1:1154-1161. PubMed: 1338980. PubMedCentral: PMC2142184. DOI:
10.1002/pro.5560010909.
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>1BBD:L | PDBID|CHAIN|SEQUENCE
DIVMTQSPSSLTVTITGEKVTMTCKSSQSLLNSRTOKNYLTWYQOKPGQOSPKLLIYWASTRESGV
PDRFTGSGSGTIDFTLSISGVQAEDLAVYYCONNYNYPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSS
EQLTSGGASVVCEFLNNEFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEY
ERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSEFNRNEC

Figura 6 - Sequéncia de residuos de aminodcidos na proteina cuja estrutura tridimensional foi resolvida e
depositada sob o c6digo 1BBD no Protein Data Bank (PDB). Por uma questdo de simplificaco, serd adotado o
c6digo PDB para se referir a proteina cuja estrutura foi determinada e depositada no PDB sob este mesmo

cédigo.

Gromiha e Selvaraj (2004), analisaram vérios fatores que envolvem as interagdes inter-
residuos e a estabilidade de uma proteina. Segundo os autores, as interacdes hidrofébicas sdo
as forcas dominantes mas as ligacdes de hidrogénio contribuem significantemente para a
estabilidade do estado nativo. Durante o processo de enovelamento protéico, as forcas
hidrofébicas direcionam a cadeia polipeptidica rumo ao estado enovelado superando os
fatores entrépicos (considerando-se apenas o polipeptideo), enquanto que as ligacdes de
hidrogénio, pares idnicos, pontes dissulfeto e interacdes de van der Waals definem a forma e

mantém a estrutura estdvel (Ponnuswamy e Gromiha, 1994, apud Gromiha e Selvaraj, 2004).

115 Interagdes e estabilidade

Segundo Lehninger, Nelson e Cox (2007) o termo estabilidade pode ser definido como a
tendéncia em manter a conformagdo nativa da proteina. As proteinas nativas, segundo os
autores, sdo apenas ligeiramente estdveis, pois a variacdo de energia entre os estados
enovelado e desenovelado (AG) estd na faixa de 20 a 65 kJ/mol, em condic¢des fisiolégicas.
As ligacdes covalentes individuais, bem mais fortes (200 a 460 kJ/mol para serem quebradas)
que as interagdes fracas individuais (4 a 30 kJ/mol para serem quebradas), contribuem pouco
para a diferenca energética entre os estados enovelados e desenovelados, ja que ndo se alteram
no processo. Por outro lado, as interacdes fracas, como as ligacdes de hidrogénio, apesar de
contribuirem pouco individualmente se encontram em grande quantidade na estrutura

(Lenhinger, Nelson e Cox, 2007; Voet e Voet, 2011).

Virios autores estudam as forcas envolvidas no enovelamento e estabilidade das proteinas.
Dill (1990) apresenta uma andlise dessas forcas considerando suas contribui¢cdes para o

enovelamento dos polipeptideos. Pace (1990) descreve métodos de medida da estabilidade
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conformacional de proteinas globulares e discute abordagens usadas para aumentar sua
estabilidade. Os métodos abordados por ele, dentre outros desenvolvidos para outros tipos de
proteinas foram estudados também por Osherovich (2011), Gromiha (2010), Cohen, Potatov e
Schreiber (2009) além de Franks (2002). Cohen, Potatov e Schreiber (2009) também
implementaram métodos para predizer a estabilidade da proteina mediante algumas mutacdes

propostas.

Féagdin (1995) em seu trabalho faz uma revisdo sobre ensaios que permitiram observar a perda
de fungdo por algumas proteinas a partir de mutagdes induzidas nestas estruturas. O autor
aborda ainda em seu trabalho varios tipos de interagdo molecular que puderam aumentar a
estabilidade das proteinas a partir, também, de mutac¢des induzidas. Em trabalho posterior,
Fagain (2011) incrementa o trabalho anterior definindo a estabilidade de uma forma precisa e
contextualizada com uma lista de 8 métodos e indices para medir a estabilidade de uma
proteina. Para o autor, a estabilidade refere-se a uma resisténcia da proteina a influéncias

adversas como calor, por exemplo.

Pace et al (2011) definem que a estabilidade total de uma proteina € a soma da contribui¢cao
de pontes dissulfeto, ligagdes de hidrogé€nio e interacdes hidrofébicas. Os autores também
indicaram o percentual de contribuicdo de cada interacdo para a estabilidade da proteina.
Considerando um grupo de 22 proteinas alvo especificas, a média de contribuicdo das
interacdes hidrofébicas para a estabilidade foi de 60+4%, a menor contribui¢do ocorreu na
proteina RNase T1 PDB 9rnt (54%) e a maior na proteina barstar PDB 1bta (73%). J4 as
ligacdes de hidrogénio apresentaram uma contribuicao média de 40+4%, a menor ocorreu na
proteina barstar (27%) e a maior na proteina RNase T1 (43%). A maior contribui¢do das
pontes dissulfeto para a estabilidade foi de 5%, na proteina RNase A PDB Orsa. Apenas 8 das
proteinas estudadas possuiam pontes dissulfeto. Hinz et al (1993) e Lins e Brasseur (1995) ja
haviam citado estas interagdes como responsdveis pela estabilidade de uma proteina e
incluiram em seu estudo também a interacdo de van der Waals para compor este grupo.
Lehninger, Nelson e Cox (2007) também defendem que pontes dissulfeto, assim como
interacdes nao covalentes fracas como ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e
iOnicas sao responsaveis pela estabilidade da conformagdo nativa da proteina. Estes ainda
ressaltam o papel dessas interacdes fracas no enovelamento da cadeia polipeptidica em
estruturas secunddrias e tercidrias especificas e seus agrupamentos com outros polipeptideos

para formar as estruturas quaterndrias.
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Em termos de interagdes especificas (pontes, ligagdes) ha diversos trabalhos na Literatura que
as descrevem e, principalmente, caracterizam com foco em estabilidade. Singh e Thornton
(1992) apresentam um atlas de 400 interagdes possiveis par a par para os 20 diferentes tipos
de aminodcidos. Em seu trabalho, clusterizam as possiveis interagdes medindo distancias e
angulos entre os residuos interagentes, apresentando-os em forma de gréificos, visualizacdes

e e o . .. .4
moleculares, clusteres e distribui¢des, disponiveis online".

A Figura 7 apresenta algumas das interacdes que afetam a estabilidade de uma proteina. Estas

interacdes serdo abordadas nas se¢des seguintes.
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covalente hidrofébicas hidrgénio eletroestiticas

Figura 7 - Algumas interagdes que afetam a estabilidade de uma proteina

Fonte: Motta (2011)
1131 Interacdes eletrostaticas

Interacdes eletrostdticas (como vistas na Figura 7) ocorrem entre particulas carregadas e a
energia envolvida € dada, em funcdo da distincia entre as duas cargas puntuais proximas, pela
lei de Coulomb (Equacdo 3), onde Dy € a distincia entre as cargas i € j, q; € ¢j sd0 as
respectivas fracoes das unidades de carga, € é a constante dielétrica do solvente. O valor da

constante dielétrica em interfaces lipidio/dgua gira em torno de 10 a 40, o mesmo se dard,

4 Singh J., Thornton J.M. Atlas of Protein Side-Chain Interactions, Vols. I & II, IRL press, Oxford, 1992.
Dataset disponivel em: <http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/sidechains>. Acessado em: 15/01/2011.



provavelmente, em proteinas, considerando a similaridade entre a estrutura da proteina e de

uma membrana (Lins e Brasseur, 1995).

Equacdo 3 — Energia Eletrostética

Voet e Voet (2011) afirmam que o calculo do potencial eletrostitico de uma proteina envolve
sofisticados recursos matematicos e computacionais como o programa GRASP’ (Graphical
Representation and Analysis of Surface Properties) usado para calcular o potencial da
superficie eletrostatica de uma proteina. As interacdes eletrostaticas podem ocorrer quando,
por exemplo, grupos carregados positivamente como os grupos amino (-NH;") das cadeias
laterais das lisinas interagem com os grupos carboxila (-COQ") carregados negativamente do

acido glutamico ou 4cido aspartico (Motta, 2011).
1152 Pontesdissulfeto

As pontes dissulfeto sdo ligagdes covalentes formadas pela interacdo entre os dtomos de
enxofre das cisteinas, que apds serem oxidadas se tornam cistinas. Estas pontes sdao
responsaveis por manter a estabilidade conformacional (estrutura tridimensional) de uma
proteina ligando partes distantes de uma cadeia polipeptidica ou cadeias diferentes. Por esta
razdo as cisteinas tem um papel especial na determinacdo da estrutura tridimensional das
proteinas (Hunter, 1993). A Figura 8 apresenta uma ponte dissulfeto, os 4tomos SG (enxofre
gama, dtomos verdes da figura) de cada uma das cisteinas se ligam estabilizando as cadeias

(trecho N-CA-C-O de cada lado).

Figura 8 - Ponte dissulfeto ligando duas cisteinas (formando as cistinas)

> Disponivel em: http:/wiki.c2b2.columbia.edu/honiglab_public/index.php/Software:GRASP. Acessado em:
20/07/2012.
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Petersen, Jonson e Petersen (1999) descreveram alguns dados de interacdes de cisteinas e
concluiram que nem toda ponte dissulfeto aumenta a estabilidade de uma proteina. Afirmaram
ainda que em alguns casos, nao houve aumento e nem diminui¢do da estabilidade das
proteinas observadas, citando inclusive outros trabalhos que apresentam também estas
conclusdes (Wells e Powers, 1986; Matsumara et al, 1989; Betz, 1993). Segundo os autores, a
estabilidade resultante de uma ponte dissulfeto é determinada pela geometria da ligacdo bem
como pelas interacdes com o restante da proteina, definem também que € altamente relevante
avaliar esta importancia estrutural, uma vez que estes fatores apontam a possibilidade ou nao
de contribui¢do para a estabilidade protéica. No trabalho citado, foram avaliadas interacdes
provenientes de proteinas de cadeias unicas somente (mondmeros), contendo pelo menos uma
ponte dissulfeto, num total de 131 proteinas. As pontes dissulfeto estudadas forneceram
resultados e validacdes sobre sua importancia para a estabilidade. Mason et al (2012) também
confirmaram o papel da ponte dissulfeto na estabilidade e enovelamento da proteina,

estudando o citocromo ces de Arabidopsis thaliana.
1133 Ligacdes de Hidrogénio

As ligagdes de hidrogénio, segundo Rose et al (2006), Jackson (2005), Efting e Pedigo
(2003), dominam o processo de enovelamento das proteinas, pois sdo responsdveis pela
manutengdo das estruturas secunddrias como o-hélices e folhas B. Isto acontece, pois esta
interacdo ocorre devido ao compartilhamento de um atomo de hidrogénio entre um doador de
préton e um aceptor de préton (Figura 9), sendo interpretada como um estagio intermedidrio
na transferéncia de um préton de um 4dcido AH para uma base B, ocorrendo entre moléculas

polares (Lins e Brasseur, 1995).

N N
Aceptor de CH N/ ﬁ N/
hidrogénio () N \O/ 0 \O/ N
Doador de I:I IfI ﬁ ;I I:I I?I
hidrogénio [ | | | | |
IRIR I I

Figura 9 - Liga¢des de hidrogénio comuns em sistemas bioldgicos. Acima, aceptores de H e abaixo, doadores.

Fonte: Lehninger, Nelson, Cox (2007)
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A Figura 10 apresenta duas ligagdes de hidrogénio: uma entre o &tomo OD?2 (oxigénio delta
2) do residuo aspartato (que foi isolado do restante da cadeia) e o H (hidrogénio) da molécula
de dgua préxima ao residuo; a outra € entre os dtomos OD1 (oxigénio delta 1) do residuo e o

H ligado ao N (nitrogénio) da cadeia principal do residuo.

Figura 10 — 2 ligacdes de hidrogénio (OD2-H e OD1-H)

Em seus resultados disponiveis online®, McDonald e Thornton (1993) demonstram a
distribuicao das frequéncias e geometrias das ligagdes de hidrogénio formadas por doadores e
aceptores tanto da cadeia principal quanto da cadeia lateral dos residuos, objetivando
apresentar a probabilidade de uma ligacdo de hidrogénio em cada possivel interacdo entre
residuos. Eswar e Ramakrishnan (2000) apresentam os motivos compostos de residuos
polares que apresentam probabilidade maior de ligacbes de hidrogénio, assim como a
propensdo de vdrios residuos individuais a formar tal ligacdo, considerando os atomos
envolvidos e o nimero de exemplos encontrados na base pesquisada, um conjunto de 250

proteinas n@o homoélogas com alta resolugao, extraidas do PDB.

1154 InteragSes Hidrofébicas

Voet e Voet (2011) definem o efeito hidrofébico como o nome dado as influéncias que levam
substincias apolares a minimizar seus contatos entre dgua e moléculas anfifilicas’, como
sabdes e detergentes, para formar micelas em solugdes aquosas. Assim, interacdes
hidrofébicas sdo as forcas que mantém as regides apolares dessas moléculas juntas

(Lehninger, Nelson, Cox, 2007). Estes ainda complementam afirmando que interag¢des

® McDonald I., Thornton J.M. Atlas of Side-Chain and Main-Chain Hydrogen Bonding. Web edition 1994. Ori-
ginal edition 1993. Disponivel em: <http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/atlas>. Acessado em: 07/08/2012.

" Moléculas que contém grupos polares (hidrofilicos) e apolares (hidrofébicos)
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hidrofébicas entre aminodcidos apolares podem estabilizar a estrutura tridimensional de uma
proteina. Sdo um dos maiores contribuintes para o enovelamento das proteinas, pois induzem
a molécula a uma estrutura condensada reduzindo/evitando os contatos entre residuos

hidrofébicos e moléculas de d4gua (Lins e Brasseur, 1995; Pace et al, 1996).

Motta (2011) define intera¢des hidrofobicas como sendo forcas ndo covalentes resultantes da
tendéncia das cadeias laterais hidrofébicas serem atraidas umas pelas outras, objetivando
ocupar o menor volume possivel, minimizando seus contatos com a dgua, que sao liberadas
do interior da molécula, aumentando a desordem do sistema. Lesser e Rose (1990)
contabilizaram que 81% das cadeias laterais apolares (Ala, Val, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Cys),
70% dos grupos peptidicos, 63% das cadeias laterais polares (Asn, Gln, Ser, Thr, Tyr) e 54%
das cadeias laterais carregadas (Arg, Lys, His, Asp, Glu) voltam-se para o interior da

molécula durante o enovelamento, evitando contato com a dgua.

A Figura 11 representa uma fita dupla de DNA sendo enovelada e, sob forcas hidrofébicas,

expulsando moléculas de dgua do seu interior.

Figura 11 — Dupla hélice do DNA sob for¢as hidrofébicas expulsando moléculas de dgua

Fonte: Werfhorst (2011), baseado no trabalho de Donaldson Jr. ef al, 2011

Segundo Lins e Brasseur (1995), andlises de hidrofobicidade de proteinas sdo realizadas
através de analises estatisticas baseadas na hidrofobicidade de cada residuo. A figura anterior
foi extraida de uma matéria (Werfhorst, 2011) da Universidade Califérnia de Santa Barbara
abordando a publicagdo do Dr. Israelachvili (Donaldson Jr. et al, 2011), que prop6s uma
equacao (Equacdo 4) para calcular a energia de uma interacdo hidrofébica. Na equacdo, a

energia hidrofébica é proporcional a tensao interfacial (y) e a drea de superficie hidrofébica
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exposta (a — ap), considerando também a distancia (D e D) entre as moléculas. Pode ser
aplicada, segundo os autores, até mesmo nos mais complicados sistemas como membranas

celulares ou proteinas.

[D\EJTANCE ﬂAREA Oi MOLECILE-
E(D) = -2yi(a-ao)e %/EO
KENER&Y DISTANCE

8/zel|
Equacdo 4 — Equacao para o célculo da energia de uma interag@o hidrofébica

Fonte: Werfhorst (2011), publicada em Donaldson Jr. et al (2011)

12 Protein Data Pank

Existem intimeras proteinas conhecidas € com sua estrutura tridimensional resolvida. Os
bancos de dados bioldgicos buscam catalogd-las bem como armazenar o méximo de
informacdes possiveis sobre sua estrutura, composicao, fungdo, dentre outras. Um exemplo de
banco de dados publico e gratuito é o Protein Data Bank - PDB (Berman et al, 2000), que
detém, em sua atualizacao de 30/10/2012, 85.848 estruturas com um crescimento exponencial

anual (Gréafico 1 - o grafico original foi cortado para se exibir apenas os valores a partir do
ano 2000).
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Gréfico 1 - Crescimento® anual do total de estruturas do PDB. Em azul o crescimento do ano, em vermelho o

crescimento acumulado.

O PDB é gerenciado por dois membros do RCSB’ (Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics): Rutgers (The State University of New Jersey) e UCSD (University of
California, San Diego), e € financiado por NSF (National Science Foundation), NIGMS
(National Institute of General Medical Sciences), DOE (U.S. Department of Energy, Office of
Science), NLM (U.S. National Library of Medicine, National Institutes of Health), NCI
(National Cancer Institute), NINDS (National Institute of Neurological Disorders and

Stroke), e NIDDK (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases).

O PDB mantém, em sua base de dados, coordenadas atdmicas e detalhes (ligacdes, distincias,
coeficientes, fatores, dentre outros) que envolvam a estrutura tridimensional de importantes
macromoléculas biolégicas como proteinas, DNA, RNA e complexos de proteinas e dcidos
nucleicos. A Tabela 1 apresenta as quantidades mantidas de cada uma dessas estruturas
considerando o método'® experimental de resolucdo utilizado, podendo ser Cristalografia por
Difracdo de Raios-X, Espectroscopia por Ressonincia Magnética Nuclear (NMR) e

Microscopia Eletronica.

* PDB. Yearly Growth of Total Structures. Gréfico. - Disponivel em:
<http://www.pdb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100>.  Acessado  em:
03/11/2012.

? Site do grupo: http://home.rcsb.org

' Descrigio dos métodos disponiveis no site do PDB em:
http://www.pdb.org/pdb/101/static101.do?p=education_discussion/Looking-at-Structures/methods.html
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Tabela 1 - Distribuicdo'' das estruturas mantidas no PDB em sua atualizagdo de 30/10/2012

Método experimental Proteinas  Acidos Complexos Proteina Outros Total
nucleicos e Acidos Nucleicos

Raios-X 70547 1400 3556 3 75506
NMR 8455 1010 190 7 9662
Microscopia eletronica 321 23 120 0 464
Hibrido 45 3 2 1 51
Outros 143 4 5 13 165
Total 79511 2440 3873 24 85848

121 Formato do arquivo PDB

As estruturas e suas informagdes sdo armazenadas no PDB através de flat files, ou seja,
arquivos no formato texto, contendo toda a informagdo obtida a partir da resolu¢do da
estrutura, anotada pelo pesquisador que a resolveu. Esta estrutura, identificada por um cédigo
de 4 caracteres, € descrita neste arquivo em coordenadas atomicas, para cada um dos dtomos
que a compde. O PDB disponibiliza 4 formatos diferentes de arquivo, sendo o formato
arquivo PDB'? (criado em 1970, usado e reconhecido por vérios softwares, consistindo de
dados provenientes de Difracdo de Raios-X ou estudos de NMR), mmCIF" (macromolecular
Crystallographic Information File, descreve as entradas do PDB através de diciondrios de
dados), PDBML' (arquivo PDB em formato XML , envolvendo um schema XML para a
definicdo e validacdo do arquivo) e Chemical Component Dictionary'® (referéncia externa

para descrever todos os residuos e pequenas moléculas encontradas nas entradas do PDB).

Além da estrutura, ha também detalhes da publicacio gerada a partir da proteina, sua
classificacdo, peso, identificagdo das cadeias, organismo, ligantes, dominio, detalhes sobre o
método usado, resolu¢do do arquivo gerado (em angstrons), dentre outras informagdes. O
formato de arquivo PDB € lido por vdrias ferramentas uteis ao pesquisador envolvido com
proteinas como visualizadores de estrutura, softwares para sobreposicio de cadeias,

alinhamento, entre outros variados.

" Tabela disponivel em http://www.pdb.org/pdb/statistics/holdings.do, acessada em 03/11/2012.
'2 Maiores informacdes em: http://www.wwpdb.org/docs.html

"> Maiores detalhes em: http://mmcif.pdb.org/

' Maiores detalhes em: http://pdbml.pdb.org/

15 eXtended Markup Language — Linguagem de marcagdo utilizada para identificar e transportar dados entre
aplicagdes através de tags (marcadores) que delimitam o inicio e término da informacao.

'® Maiores detalhes em: http://www.wwpdb.org/ccd.html
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A iltima versdo 3.3' do formato padrdo do arquivo PDB foi publicada em julho de 2011 com
atualizagdes em outubro do mesmo ano e em maio de 2012. Segundo este documento, o
arquivo PDB ¢ apresentado como um conjunto de registros (6 primeiras colunas de cada
linha), que identificam a informagdo que serd disponibilizada naquela linha (cada linha tem no

méximo 80 colunas). O arquivo € descrito em sec¢Oes e cada secdo tem seu conjunto de

registros, conforme abordado na Tabela 2.

Tabela 2 - Registros do arquivo PDB"® (tradug@o nossa)

Secdo

Descrigao

Registros

Identificagdo (Title)

AnotacgGes (Remark
Annotations)

Estrutura primaria (Primary
structure)

Heterogéneos (Heterogen)

Estrutura secundaria
(Secondary Structure)

Conectividade (Connectivity
annotation)

Outras caracteristicas
(Miscellaneous features)

Cristalografia (Crystallographic)

Coordenadas de transformagao
(Coordinate transformation)

Coordenadas (Coordinate)

Finalizagdo (Bookkeeping)

Descrigdo da estrutura contida no
arquivo

Comentarios mais detalhados
sobre a estrutura

Sequéncia de peptideos e/ou
nucleotideos

Descricdo de grupos fora do padrao

Descrigdo da estrutura secundaria
contida no arquivo

Conectividade quimica

Caracteristicas gerais da
macromolécula

Descricdo da célula cristalografica

Operadores para a transformagao
de coordenadas

Coordenadas atémicas

InformacgGes de resumo ou
finalizagdo do arquivo

HEADER, OBSLTE, TITLE, SPLIT,
CAVEAT, COMPND, SOURCE, KEYWDS,
EXPDTA, NUMMDL, MDLTYP,
AUTHOR, REVDAT, SPRSDE, JRNL

REMARKs 0-999

DBREF, SEQADV, SEQRES, MODRES

HET, HETNAM, HETSYN, FORMUL
HELIX, SHEET

SSBOND, LINK, CISPEP, CONECT

SITE

CRYST1
ORIGXn, SCALEn, MTRIXn

MODEL, ATOM, ANISOU, TER,
HETATM, ENDMDL

MASTER, END

Uma das secdes mais importantes de um arquivo PDB é a secdo de coordenadas atomicas,
detalhada na Tabela 3, que apresenta as coordenadas e a identificacdo de cada dtomo que
compde a estrutura registrada no arquivo. Estas coordenadas sdo usadas para a visualizacdo

tridimensional da estrutura bem como qualquer manipulagdo ou dindmica que possa ser

' Disponivel em: http://www.wwpdb.org/documentation/format33/v3.3.html

' Disponivel em: http://www.wwpdb.org/documentation/format33/sect1.html



realizada com a proteina em questdo (modelagem por homologia, sobreposicdo de estruturas,

dockingl 9, dentre outros).

Tabela 3 — Formato da se¢@o de coordenadas atomicas do arquivo PDB? (traducdo nossa)

Colunas Tipo de dado Campo Defini¢ao
1-6 Nome do “ATOM “

registro
7-11 Inteiro serial Ndmero serial do dtomo
13-16  Atomo name Nome do atomo
17 Caracter altLoc Indicador de localizagao alternativa
18-20 Nome do residuo  resName Nome do residuo
22 Caracter chainlD Identificador da cadeia
23-26 Inteiro resSeq Numero sequencial do residuo
27 Caracter iCode Cédigo para insercao de novos residuos
31-38 Real (8,3) X Coordenada ortogonal para X em angstrons
39-46 Real (8,3) y Coordenada ortogonal para Y em angstrons
47-54 Real (8,3) z Coordenada ortogonal para Z em angstrons
55-60 Real (6,2) occupancy Ocupancia — probabilidade de o dtomo estar

naquela localizacao

61-66 Real (6,2) tempFactor Medida de confidencialidade da localizagdo do
atomo

77-78 String (2) element Simbolo do elemento, alinhado a direita

79-80 String (2) charge Carga do atomo

122 E.xemplo de arguivo PDB

A Figura 12 apresenta um trecho do arquivo PDB 1IME*' (conjuntos de linhas ndo exibidas

(13

foram substituidas por “...”). Na figura pode-se observar o grupo referente a estrutura
(Transferase, registro HEADER) e sua identificacdo (registro TITLE), bem como de suas
moléculas (registros COMPND e SOURCE, exibindo-se apenas uma molécula na figura).

Detalhes sobre a forma de expressdao da proteina (registros SOURCE 7 e 8) identificam ter

' Busca de um ligante candidato através da variacdo de sua conformagio para aumentar o nimero de contatos.
%% Disponivel em: http://www.wwpdb.org/documentation/format33/sect9.html

2l PDB ID 2IME. Thompson, L.C., Ladner, J.E., Codreanu, S.G., Harp, J., Gilliland, G.L., Armstrong, R.N. 2-
Hydroxychromene-2-carboxylate Isomerase: a Kappa Class Glutathione-S-Transferase from Pseudomonas
putida. Journal: (2007) Biochemistry 46: 6710-6722. PubMed: 17508726. DOI:10.1021/pdb2ime/pdb.
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sido por um plasmidio (PET20B). Sua estrutura foi resolvida por Difracdo de Raios-X

(registro EXPDTA). Outros detalhes que podem ser observados, dentre vérios, € a publicacao

gerada a partir dessa estrutura (registros JRNL).

HEADER
TITLE
TITLE
COMPND
COMPND
COMPND
SOURCE
SOURCE
SOURCE
SOURCE
SOURCE
EXPDTA
JRNL
JRNL
JRNL
JRNL
JRNL
JRNL
JRNL

JRNL
JRNL

TRANSFERASE 04-0CT-06 2IME
2-HYDROXYCHROMENE-2-CARBOXYLATE ISOMERASE: A KAPPA CLASS
2 GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE FROM PSEUDOMONAS PUTIDA

MOL_ID:

1;

2 MOLECULE: 2-HYDROXYCHROMENE-2-CARBOXYLATE ISOMERASE;
3 CHAIN: A;

MOL_ID:

1;

2 ORGANISM_SCIENTIFIC: PSEUDOMONAS PUTIDA;

5 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI;

7 EXPRESSION_SYSTEM VECTOR_TYPE: PLASMID;
8 EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PET20B (+)

X-RAY DIFFRACTION

AUTH
AUTH
TITL
TITL
TITL
REF

REFN
PMID
DOI

2

2
3

L.C.THOMPSON, J.E.LADNER, S.G.CODREANU, J.HARP,

G.L.GILLILAND,R.N.ARMSTRONG

2-HYDROXYCHROMENE-2-CARBOXYLIC ACID ISOMERASE: A

KAPPA CLASS GLUTATHIONE TRANSFERASE FROM

PSEUDOMONAS PUTIDA

BIOCHEMISTRY V. 46 6710 2007
ISSN 0006-2960

17508726

10.1021/BI700356U

Figura 12 - Trechos da identificacdo do arquivo PDB 2IME

Quanto 2 anotacdo do arquivo, pode-se observar na Figura 13 as resolucdes alta (1,70 A -

Angstrons) e baixa (18,14 A). 0 significado desses valores serd dado na secdo posterior

(Resolucdo ). Outros detalhes como o nimero de atomos de proteina (1702 dtomos), acidos

nucleicos (0), heterogéneos (79) e dtomos de solvente (161) podem ser obtidos bem como

detalhes sobre o experimento que gerou o depdsito como a data de realizacao (06/05/2004), a

temperatura do ensaio (100° K), o pH usado na solu¢do (6.1), o nimero de cristais (1) e o

equipamento utilizado (Rigaku RU200).
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REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK

REMARK
REMARK

REMARK

w w

wwwww

200
200
200
200
200
200

200

RESOLUTION RANGE HIGH
RESOLUTION RANGE LOW

(ANGSTROMS) : 1.70
(ANGSTROMS) : 18.14

NUMBER OF NON-HYDROGEN ATOMS USED IN REFINEMENT.

PROTEIN ATOMS
NUCLEIC ACID ATOMS
HETEROGEN ATOMS
SOLVENT ATOMS

EXPERIMENTAL DETAILS
EXPERIMENT TYPE
DATE OF DATA COLLECTION

PH
NUMBER OF CRYSTALS USED

X-RAY GENERATOR MODEL

TEMPERATURE (KELVIN) : 100

1702
0

79
lel

X-RAY DIFFRACTION

06-MAY-04

6.1
1

RIGAKU RU200

Figura 13 - Trechos da anota¢@o do arquivo PDB 2IME

A Figura 14 apresenta duas das 16 linhas que apresentam as sequéncias de residuos da

estrutura principal (registro SEQRES); o fon fosfato identificado como estrutura heterogénea

de nimero 307, de 5 existentes, (registro HET), com sua identificagdo “PO4 Phosphate Ion”

(registro HETNAM) e férmula “PO4 3(0O4 P 3-)” (registro FORMUL); 2 das 11 linhas que

identificam as alfa hélices (registro HELIX); 2 das 4 que identificam as folhas beta (registro

SHEET); uma tnica identifica¢dao do registro CISPEP, que informa a presenca de uma valina

(168) e uma prolina (169) encontradas em conformacgdo cis, além dos registros CRYST1

(descri¢do da célula unitaria), ORIGXn e SCALEn, que apresentam os operadores para a

transformac¢do de coordenadas.
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SEQRES 1 A 203 MET ILE VAL ASP PHE TYR PHE ASP PHE LEU SER PRO PHE
SEQRES 2 A 203 SER TYR LEU ALA ASN GLN ARG LEU SER LYS LEU ALA GLN

HET PO4 A 307 5

HETNAM PO4 PHOSPHATE ION

FORMUL 2 PO4 3(04 P 3-)

HELIX 1 1 SER A 11 GLY A 29 1 19
HELIX 2 2 ASP A 38 ILE A 46 1 9
SHEET 1 A 4 THR A 31 ALA A 36 O

SHEET 2 A 4 ILE A 2 PHE A 7 1 N PHE A 5 O ARG A 33

CISPEP 1 VAL A 168 PRO A 169 0 -5.80

CRYST1 71.126 75.833 38.301 90.00 950.00 90.00 P 21 21 2 4
ORIGX1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000

ORIGX2 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000

ORIGX3 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000

SCALEL 0.014060 0.000000 0.000000 0.00000

SCALE2 0.000000 0.013187 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 0.026109 0.00000

Figura 14 — Trechos da estrutura primdria, heterogéneos, estrutura secunddria, conectividade, cristalografia e
coordenadas de transformacao do arquivo PDB 2IME
A secdo de coordenadas atomicas do arquivo PDB, apresentada na Figura 15, permite
observar os campos descritos na Tabela 3, como a identificacdo do dtomo, do residuo, bem
como suas coordenadas atomicas. Interessante perceber na figura o primeiro residuo da
molécula (Metionina) e seus dtomos da cadeia principal (N, CA, C, O) e os da cadeia lateral
(CB, CG, SD, CE). A serina mostrada (residuo 22) possui uma particularidade, seus carbono
beta e oxigénio gama apresentam dupla conformacao, ou seja, quando a estrutura foi resolvida
foram encontradas duas posi¢cdes para estes adtomos que estdo descritas no arquivo e
identificadas com as letras C e D logo antes do nome do residuo. A presenga de um ifon
fosfato na molécula também pode ser observada através de suas coordenadas atomicas, pois
os atomos de nimero 1709 a 1713 referem-se ndo a dtomos de residuos de aminoéacidos mas

aos atomos do fon fosfato (PO,4) presente na molécula.

Os vérios métodos experimentais de resolucdo de estrutura possuem seus detalhes especificos,
descritos nos campos citados acima, e neste documento foram ressaltadas algumas
caracteristicas, como resoluc¢do por exemplo, presentes apenas nos métodos de Difracdo por

Raios-X, foco do trabalho desenvolvido.
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ATOM

1 N MET A 1 23.976 58.095 50.721 1.00 37.97 N
ATOM 2 CA MET A 1 25.111 57.608 49.859 1.00 37.51 C
ATOM 3 C MET A 1 24.516 57.054 48.565 1.00 34.95 C
ATOM 4 O MET A 1 23.534 56.338 48.665 1.00 36.29 o]
ATOM 5 CB MET A 1 25.855 56.508 50.611 1.00 37.67 C
ATOM 6 CG MET A 1 26.846 55.743 49.790 1.00 38.61 C
ATOM 7 SD MET A 1 28.141 54.997 50.836 1.00 40.67 S
ATOM 8 CE MET A 1 27.443 54.717 52.455 1.00 39.19 C
ATOM 189 N SER A 22 20.286 45.145 46.471 1.00 23.12 N
ATOM 190 CA SER A 22 18.944 45.438 46.950 1.00 25.26 C
ATOM 191 ¢ SER A 22 18.973 45.212 48.432 1.00 26.85 C
ATOM 192 O SER A 22 18.326 45.952 49.170 1.00 26.66 o]
ATOM 193 CB CSER A 22 17.955 44.477 46.308 0.50 24.47 C
ATOM 194 CB DSER A 22 17.890 44.551 46.309 0.50 24.76 C
ATOM 195 O0OG CSER A 22 18.089 43.187 46.872 0.50 23.89 0
ATOM 196 OG DSER A 22 16.604 44.979 46.752 0.50 25.44 o]
HETATM 1709 P PO4 A 307 =-5.777 47.327 25.658 1.00 67.44 P
HETATM 1710 O1 P04 A 307 -4.318 46.935 25.756 1.00 65.84 0
HETATM 1711 02 P04 A 307 -5.947 48.830 25.834 1.00 66.27 o]
HETATM 1712 03 P04 A 307 -6.305 47.005 24.281 1.00 67.50 0
HETATM 1713 04 P04 A 307 -6.534 46.560 26.721 1.00 64.83 o]

Figura 15 - Parte das coordenadas atomicas do arquivo PDB 2IME

125 Resolucdo

A resolugdo indicada em um arquivo PDB (valor indicado no arquivo como resolucdo alta —
RESOLUTION RANGE HIGH -, gerado por experimentos de Difracdo de Raios-X), para
Berman et al (2000), é a medida da qualidade dos dados coletados do cristal da proteina ou
acido nucléico, sendo a medida do nivel de detalhamento presente no padrao de difragdo e o
nivel de detalhe que serd medido no mapa de densidade eletronica. Assim, resolucdes altas
(de até 1 A, por exemplo) denotam a precisdo da localiza¢do atdmica no mapa de densidade
eletronica e, por outro lado, resolucdes baixas (valores maiores que 3 A) definem apenas o
contorno da cadeia protéica, levando a inferéncia da estrutura atdmica. A maioria das
estruturas resolvidas cristalograficamente tem resolugdo entre estes dois valores. Os autores
ainda afirmam que, como regra geral, hd maior confiabilidade na localizagao de dtomos em
estruturas com valores de resolucdo menores, ou seja, estruturas de alta resolucdo. A Figura
16 apresenta a visualizacdo da tirosina 103 de uma molécula de mioglobina, proveniente de
dois arquivos PDB com resolugdes diferentes. Observa-se que a imagem da esquerda, de
maior resolugdo, apresenta maior detalhamento que a imagem da direita, de menor resolugdo.

Este detalhamento pode ser observado pela variacdo da precisdo da malha azul que contorna
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regides com alta densidade eletronica. As duas imagens da figura foram geradas a partir de

diferentes arquivos PDB, com as respectivas resolugdes (1,0 Ae 2,7 A) como descrito.

2 astex

Figura 16 - Tirosina 103 da myoglobina, a 1A (esquerda, PDB 1A6M22) e2,7 A (direita, PDB 108M23)

Fonte: http://www.pdb.org/pdb/101/static101.do?p=education_discussion/Looking-at-Structures/resolution.html

2 PDB ID 1A6M. Vojtechovsky, J., Chu, K., Berendzen, J., Sweet, RM., Schlichting, I. Crystal structures of
myoglobin-ligand complexes at near-atomicresolution. Journal: (1999) Biophys Journal 77:2153-2174.
PubMed: 10512835.  PubMedCentral: =~ PMC1300496. DOIL:  10.1016/S0006-3495(99)77056-6.
DOI:10.2210/pdblabm/pdb.

» PDB ID 108M. Smith, R.D. Correlations between Bound N-Alkyl Isocyanide Orientations and Pathways for
Ligand Binding in Recombinant Myoglobins. Journal: (1999) Thesis, Rice. DOI:10.2210/pdb108m/pdb.
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Q. Justificativa

Hazes e Dijkstra (1988) desenvolveram o algoritmo SSBOND (SSBOND, 1999) com o
intuito de identificar em uma proteina alvo (de estrutura tridimensional conhecida) pares de
residuos de aminodcidos que poderiam formar pontes dissulfeto caso estes mesmos residuos
fossem mutados para cisteinas. O algoritmo busca e classifica potenciais pares de residuos de
aminodcidos na proteina alvo observando a distancia entre seus carbonos beta além dos
angulos diedrais. Assim, para cada residuo na proteina alvo, posi¢cdes de um provével Sy
(aminodcido mutado) sdo geradas matematicamente de forma que satisfacam o requisito de
que, com valores ideais para as distdncias Ca-CP e CB-Sy e para o dngulo de ligagdo em Cp3, a
distancia entre o provavel Sy do residuo 1 e o Cp do residuo 2 (dentro do par) seja igual ou
muito proxima do valor ideal encontrado em pontes dissulfeto. Geralmente duas posicdes de
Sty sdo encontradas para cada cistina, resultando em até quatro diferentes conformagdes para
uma ponte dissulfeto. Estas conformagdes sao submetidas a procedimentos de minimizacao de
energia e o usudrio escolhe, ao final, aquela cuja conformagdo final seja a mais

energeticamente aceitdvel.

Hazes e Dijkstra basearam-se nos trabalhos de Pantoliano et al. (1987) e de Wells e Powers
(1986). Ambos estavam interessados no aumento da estabilidade autolitica da enzima
Subtilisina BPN’ com a introdu¢ao de pontes dissulfeto na estrutura tercidria da proteina. Os
ultimos introduziram uma ponte dissulfeto entre os residuos 24 e 87 da enzima, mas de acordo
com os autores isto ndo afetou sua estabilidade em relacao a autdlise (Wells & Powers, 1986).
Pantoliano et al, contudo, geraram outros trabalhos comprovando o aumento da estabilidade
da mesma proteina através da introducdo de pontes dissulfeto em outras regides, bem como

com outros tipos de mutag¢do (Pantoliano et al., 1988; 1989).

Almog et al. (2002) abordam as bases estruturais da termoestabilidade. A partir de duas

variantes da enzima Subtilisina BPN’ conseguiram um aumento de 1000 vezes na estabilidade
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da proteina, fruto de 10 muta¢Ges pontuais, incluindo a introdu¢do de uma nova ponte
dissulfeto. Tigerstrom et al. (2004) descrevem ainda os efeitos da introdu¢do de pontes
dissulfeto e interacdes eletrostaticas via mutagdes sitio dirigidas na termoestabilidade da

proteina Azurina.

Além de se verificar a importincia da introdu¢do de novas interagdes para a estabilidade de
proteinas, pode-se optar pela remoc¢do dessas interagdes e acompanhar o decaimento da
estabilidade dessas moléculas. Sakaguchi et al. (2008) realizaram experimentos justamente
com este enfoque. Ao mutarem dois residuos de cisteina da proteina Aqualysina I (Cys99 e
Cys194) para serinas, observaram nao apenas o rompimento das pontes dissulfeto Cys67-
Cys99 e Cys163-Cys194, como também uma perda significativa da termoestabilidade dessa
proteina. Concluiram ainda que a ponte dissulfeto Cys163-Cys194 € mais importante para a
atividade catalitica e estabilidade conformacional da Aqualysina I do que a Cys67-Cys99
(Sakaguchi et al., 2008). Sakaguchi et al. (2007) também concluiram, para esta mesma
proteina, que sua termoestabilidade estava relacionada aos residuos de prolina nas regides C-
e N- terminal. Os parametros que definem as pontes dissulfeto estdo armazenados em diversos

arquivos no formato PDB (Protein Data Bank, Berman et al, 2000).

Kuroki, Weaver e Matthews (1993) estudaram a mutagdo da treonina 26 para dcido glutdmico
na lisozima fase T4 (T4L) e seu efeito na parede celular da Escherichia coli, onde o residuo de
aminodcido inserido formou nova ligacio covalente. Em trabalho posterior, Kuroki, Weaver e
Matthews (1999) avaliaram a alteracdo da funcdo da enzima na mutac¢do da treonina 26 para
histidina, também na lisozima fase T4 (T4L). Naquele trabalho, vérios mutantes foram
avaliados e uma tabela com 25 mutantes € apresentada contendo a variagdo da atividade de
cada um deles a partir da mutacao realizada. Em 2010, Matthews e outro grupo (Baase, Liu,
Tronrud, Matthews, 2010) publicaram um trabalho extenso sobre a estrutura, estabilidade e
enovelamento da lisozima fase T4. Nesse novo trabalho apresentaram uma tabulagdo
completa de todos os variantes que foram caracterizados incluindo temperatura de melting,
dados cristalograficos, codigos PDB, além das referéncias a literatura original. Um dos
resultados encontrados pelo grupo é que a proteina € muito tolerante a mudangas na sequéncia
de aminodcidos. Avaliaram também as situacdes em que ocorreu aumento da estabilidade da
proteina a partir das mutacdes, em um dos casos a temperatura de melting foi aumentada em

23.4°C.
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Sobre as ligagdes de hidrogénio, Krasil’nikov, Pashchenko e Noks (2001) concluiram que,
como resultado da mutacdo sitio dirigida ou modificacdo da rede nativa de ligacOes de
hidrogénio em alguns sitios ativos de um grupo de proteinas, houve uma perturbacdo na
variagdo da energia 6tima entre os estados inicial e final: o aumento do nimero de pontes de
hidrogénio e a substituicdo isotopica H,O > D,O foi acompanhada pelo aumento da
quantidade de energia gasta na solvatacdo. Pace et al (2001) também estudaram a
contribuicdo da ligacdo de hidrogénio da tirosina na estabilidade protéica. Miyawaki e
Tatsuno (2011) analisaram a importancia do papel da perturbacdo das liga¢des de hidrogénio
assim como das interagdes hidrofébicas, como um mecanismo para a desestabilizacdo de

proteinas por alcoois.

Deutsch e Krishnamoorthy (2007) desenvolveram uma fung¢do para predizer os efeitos de
mutacdes simples ou multiplas na estabilidade e reatividade de proteinas. Esta fungdo, além
dos indmeros resultados baseados em mutagdes variadas ja estudadas na Literatura, indica a
necessidade de um mecanismo eficiente para identificar possiveis mutagdes "aceitdveis" em
uma proteina alvo. Entende-se por aceitdvel aquele mutante "in silico" que tem possibilidade
estereoquimica de existir "in vitro". Até onde sabemos, ndo existe uma base de dados das
conformagdes das cadeias principais dos pares de residuos de aminodcidos interagentes (que
interagem por interagdo i0Onica, ponte de hidrogénio ou ponte dissulfeto) que possa ser
utilizada para a proposi¢do de duas mutagdes concomitantes em proteinas alvo baseando-se na

conformagdo de sua cadeia principal.

Uma base de dados como esta pode ser usada para a proposicao de mutagdes em proteinas de
estrutura tridimensional conhecida de forma a propiciar a formacdo de novas interagdes
visando um aumento da termoestabilidade e/ou estabilidade conformacional de uma
determinada proteina. Além disto, o fato de propor mutacdes em residuos de aminodcidos que
mantém conformagdes das cadeias principais similares aquelas encontradas no banco de
dados, sugere que o enovelamento da proteina alvo pode ser mantido e possivelmente a sua
funcdo. E claro que a mudanca das cadeias laterais pode influenciar drasticamente na
conformagdo da proteina alvo, como ja se sabe da experiéncia (e.g. hemoglobinas tipo S).
Contudo, garantir a conformacdo das cadeias principais, é diminuir os riscos de uma mutacao

gerar a mudanga de conformacao na proteina alvo.
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Virios algoritmos e softwares t€ém sido desenvolvidos para casos especificos de mutagdes ou

de predicao de interacdes como, dentre outros:

e SSBOND? (1999), um servidor para predi¢cdo de pontes dissulfeto. Dado um arquivo
PDB, retorna uma lista de pares de residuos que, se mutados para cisteinas, formarao

pontes dissulfeto.

e DIiANNA® - DiAminoacid Neural Network Application - (Ferre, Clote; 2005b),
servidor que, a partir de uma sequéncia no formato FASTA, determina o estado de
oxidagdo da cisteina e a conectividade para ponte dissulfeto de uma proteina, a partir

de sua sequéncia de aminodcidos.

e DISULFIND® (Ceroni et al; 2006), prediz o estado de ligacdo das cisteinas e sua
conectividade a partir de uma sequéncia no formato FASTA. Prevé padrdes de ponte
dissulfeto para dois estdgios computacionais: 1) ponte dissulfeto prevista pelo
classificador BRNN-SVM binary classifier; 2) cisteinas conhecidas por participarem de

ponte, reconhecidas por rede neural.

° DIpro27 (Cheng, Saigo, Baldi; 2006), baseado em rede neural, support vector machine,
graph matching e algoritmos de regressdo. Funciona a partir de uma sequéncia no
formato FASTA e retorna o nimero de pontes e o estado de conectividade de cada

cisteina.

e EDBCP? - Ensemble-based Disulfide Bonding Connectivity Pattern prediction server
- (Lin, Tseng; 2010), também faz a previsdo de pontes dissulfeto a partir de sequéncia

no formato FASTA.

e HBOND® (Mizuguchi et al, 1998), localiza possiveis ligacdes de hidrogénio na

estrutura da proteina. Usa como entrada o arquivo no formato PDB, que tem que

* Disponivel em: <http://eagle.mmid.med.ualberta.ca/forms/ssbond.html>, porém nio mais acessivel em
10/06/2010.

* Disponivel em: <http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA>, acessado em 10/05/2010.
*% Disponivel em: < http://cassandra.dsi.unifi.it/disulfind>, acessado em 05/07/2010

7 Disponivel em: <http://contact.ics.uci.edu/bridge.html>, acessado em 10/05/2010, porém ndo funcional, a
submissdo enviada ndo € respondida por e-mail, conforme se propde a ferramenta.

* Disponivel em: <http://120.107.8.16/dbcp>, acessado em 20/06/2010.
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atender a uma série de requisitos para a execucdo da ferrramenta como nao ter dupla

conformagdo, dtomos de hidrogénio, dentre outros.

e COILCHECK® (Alva, Syamala, Sowdhamini, 2008), servidor para cédlculo de vérias
interacdes dentro do arquivo PDB submetido pelo formulario online. Calcula ligacdes
de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, pares de van der Waals, pontes salinas, além
da energia das ligacdes de hidrogénio, eletrostaticas, de van der Waals. A ferramenta
apenas identifica as interacOes e calcula as distancias e as energias entre os 4tomos

envolvidos.

Além desses, outros trabalhos também sdo relevantes como de Sowdhamini et al (1989), com
a definicao de vadrios critérios para caracterizar pontes dissulfeto; Muskal er al (1990), com a
predi¢do dos estados de ligacdo das cisteinas nas cadeias; Bhattacharyya, Pal e Chakrabarti
(2004), com a andlise do ambiente estereoespecifico e a conservagdo das pontes nas estruturas
protéicas; Tsai et al (2005), que, através de support vector machines (SVM), propdem a
predi¢dao de pontes utilizando o valor da distancia sequencial entre cisteinas oxidadas, Singh
(2008), que faz uma revisao das técnicas algoritmicas para determinagdo de pontes dissulfeto.
Em trabalho anterior Singh e Thornton (1992) elaboraram um atlas das interagdes das cadeias
laterais das proteinas. O atlas é composto de 2 volumes e 400 possiveis pares de interacdo
entre os 20 tipos diferentes de aminodcidos, que sdo apresentados em forma de tabelas com
dados estatisticos, histogramas e representagdes tridimensionais dos clusteres gerados a partir
de 62 estruturas de alta resolucdo depositadas no PDB. Um atlas similar a este foi
desenvolvido por McDonald e Thornton (1994) abordando apenas as ligacdes de hidrogénio,

tanto da cadeia principal quanto da cadeia lateral.

Apesar de todos estes trabalhos aqui citados, ndo ha na Literatura uma base de dados de pares
de aminodcidos interagentes que possibilite a introducdo sistemdtica de mutacdes que
propiciardo a formacdo de novas interagdes (ponte dissulfeto, interacdo iOnica e ponte de

hidrogénio) entre os aminodcidos mutados.

* Disponivel em: <http://caps.ncbs.res.in/iws/hbond.html >, acessado em 10/01/2011.
* Disponivel em: <http://caps.ncbs.res.in/coilcheckplus/>, acessado em 10/01/2011.
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A estabilidade adquirida com essas mutagdes possibilitaria a uma proteina atuar em ambientes
mais agressivos como na inddstria petroquimica, alimenticia, dentre outras, onde existem

grandes varia¢des no meio, como temperatura e pH, por exemplo.
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J. Objetivos

31 Objetivo geral

Busca de pares de residuos de aminodcidos interagentes, em proteinas de estrutura
tridimensional conhecida, e identificacdo de padrdes das conformacdes das cadeias principais
dentro desses pares, com objetivo de gerar um banco de dados para propor duas mutacdes
concomitantes em uma proteina alvo que possibilitem a ela adquirir maior estabilidade
térmica ou quimica, via formagdo de novas interagdes (ligagcdes de hidrogénio, pontes
dissulfeto, interagdes iOnicas); mas que nao impliquem em alteracdes funcionais e de

enovelamento.

3.2 Objetivos especificos

. Buscar e analisar varios critérios para a definicdo de interacdo entre residuos de
aminodcidos (ponte dissulfeto, ligacdo idnica e ponte de hidrogénio) propostas na
Literatura a fim de se estabelecer parametros minimos e maximos que caracterizem
uma interacdo. Por hora, trataremos apenas das interagdes entre atomos de cadeias
laterais distintas ou entre um dtomo de uma cadeia lateral com outro de uma cadeia

o c1o 31
principal de outro residuo™.

3 . ~ , . e .. ~ ~ . ..~
' As interacdes entre os dtomos de cadeias principais distintas ndo serdo analisadas, uma vez que por defini¢io
do projeto, tais intera¢des ndo seriam incluidas ou retiradas nos mutantes gerados.



IL

II1.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

[~
S

Varrer vdrias estruturas bem definidas (de alta resolu¢do) de proteinas conhecidas
identificando as interacdes entre pares de residuos seguindo os critérios definidos no

item L

Montar uma base de dados (estrutural) com os pares de residuos interagentes
encontrados nas vdrias proteinas pesquisadas gerando arquivos no formato PDB

individuais para cada interacdo.

Realizar a curagem da base de dados a fim de excluir as interagdes que sejam idénticas

considerando a sobreposi¢ao dos 4tomos no espago.

Classificar e clusterizar as interacOes resultantes de forma a direcionar as buscas na
base de dados. Estes processos podem ser feitos tanto do ponto de vista estrutural
(sobreposicao de cadeias principais) quanto bioquimico (tipos de residuos envolvidos,

tipos de dtomos envolvidos).

Avaliar o banco de dados acurado e identificar valores maximos € minimos de

distancias entre dtomos da cadeia principal dos residuos interagentes.

Selecionar em uma proteina alvo, pares de residuos que satisfacam os critérios

definidos no item VI.

Comparar cada par encontrado no item VII contra o banco de dados (em relacdo a
cadeia principal dos residuos envolvidos) e identificar possiveis mutagdes que

implicardo na formag¢do de uma nova interagao entre os residuos mutados.

Gerar um sistema a ser disponibilizado via Internet, para a manipulacdo da base de
dados desenvolvida, bem como a busca de possiveis mutantes em uma proteina alvo,

seguindo a metodologia aqui descrita.
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4. Metodologia

O projeto foi desenvolvido somente com softwares livres, sendo utilizados a linguagem de
programacio PHP*? (versdo 5.3.2), o interpretador de comandos Bash Shell, um banco de
dados em Mysql33 (versdao 5.1.47), servidor web Apache34 (versdo 2.2.14-5ubuntu8), utiliza
ainda o aplicativo Isgkab do pacote CCP4* (versdo 6.1.3), sendo executado num servidor
(Core 2 Duo 2,8 GHz — 2 cpus, 4 GB Ram, 1,5 TB HD Raid 1) com sistema operacional
Linux Fedora®® Core 12 (kernel 2.6.32.9-70.fc12.1686.PAE). Parte foi executada no cluster de
computadores Veredas, do CENAPAD (Centro Nacional de Processamento de Alto
Desempenho) da UFMG, composto por 106 nds de processamento idénticos, cada né com
dois processadores quad-core Intel Xeon X5355 e 16,0 Gigabytes de memoria principal,

totalizando 848 cores e aproximadamente 1,7 Terabytes de memoria distribuida.

Todos os procedimentos para geragdo dos arquivos das interacdes e dos candidatos da
proteina alvo, bem como insercao desses dados no banco de dados, foram implementados
através de Shellscripts, que consistem em arquivos executdveis contendo comandos e
chamadas de programas executdveis via prompt de comando. A implementacdo usando
shellscripts (bash shell) permitiu o uso de fungdes e programas especificos de manipulacao de
arquivos e processos do sistema operacional que otimizaram a geragdo dos arquivos das

interacdes, que compdem o banco.

O uso dos shellscripts também proporcionou melhor controle da execuc¢do da aplicacdo de
sobreposicdo de estruturas tridimensionais, Isgkab, e o uso de execugdo paralela de processos.

Esta dltima consistiu na execu¢do simultdnea de varios processos para geracdo dos arquivos

32 Disponivel em http://www.php.net

 Disponivel em http://www.mysql.com
3 Disponivel em http://www.apache.org
% Disponivel em http://www.ccp4.ac.uk

% Disponivel em http://www.fedoraproject.org
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das interagdes ou das sobreposi¢des, reduzindo também o tempo de execucdo dessa tarefa de

uma forma geral.

Segundo Neves (2006), Shellscript ndo é uma linguagem de programag¢do, mas um arquivo
executdavel contendo comandos do Shell (interpretador) do sistema operacional. Jargas (2008)
acrescenta que apesar de ndo ser uma linguagem possui comandos de iteracao e condicionais
como for, while, if, além de varidveis e fungdes, para permitir a execu¢do ou manipulacdo de
arquivos e executdveis, necessdrias na execugao de scripts, como por exemplo a execugao de
um comando em segundo plano, com o uso do “&” ao final da linha de comando ou mesmo
uma execucao sem a necessidade da manutengdo do shell ativo com o comando nohup. Para
um comando ou script que se manterd executando por muito tempo e ndo havendo a

necessidade do usudrio permanecer conectado na maquina.

Os principais comandos, fungdes e programas usados nos shellscripts foram:

e cgrep — uso de expressdes regulares para a busca de padrdes em arquivo texto, no
caso, na Figura 17 linha 1 € listada apenas a primeira linha do arquivo contendo os

parametros descritos na expressao regular que segue o comando.

e awk — muito util na extracdo de informagdes dos nomes dos arquivos, com 0O uso
principalmente de substr, print, split, como no exemplo a seguir (Figura 17, linha 2)
que monta o nome do diretério (dir) a partir da remocao do prefixo “tmp-"" do nome do

6(|”

diretério ($dirbonds). Na mesma figura observa-se o uso do pipe “I” — canalizador de
saida permitindo que a saida de um comando se torne entrada do seguinte, sem a

necessidade de geracdo de arquivos intermedidrios para isso.

e cat — leitura de arquivo em memoria, permitindo a manipulacdo dos seus dados

(Figura 17, linha 2).

® bc — juntamente com o uso de scale e echo (impressdo na saida padrao, Figura 17,
linhas 3, 5 e 7) permite o cédlculo matematico com casas decimais, 0 que ndo €
permitido pelas operagdes bésicas de Shell. O parametro passado com o scale permite
definir quantas casas decimais serdo usadas. (${ref[$y]}) é a forma de acessar um

vetor ($ref) na posigdo $y.
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e concatenacdo de strings e resultados, como na linha 7, que gerard uma linha contendo

dois nimeros separados por espaco seguidos do nome de um arquivo.

e sed — editor de stream (fluxo de texto) usado para a substituicao de espaco seguido de
ponto “.” por zero seguido de ponto “0.”, no trecho sed ‘s/ \./0./g’ (Figura 17,
linha 8). Juntamente com o sed também foi usado o tr que permite a substitui¢cao de

@,

um caracter, na linha, “:” por “\n”.

e sort — para ordenacdo de resultados, no caso da linha 8, ordenacdo numérica
(parametro g). Outro item interessante usado € o redirecionamento de saida “>” que
permite gravar em um arquivo o resultado gerado pela sequéncia de comandos

executada na linha.

1 linel="egrep ""ATOM +[0-9]+ +Satoml *[A]?Sresiduel *S$chain *S$residuelnum +\-
?2[0-91+\.[0-9]+ " $pdbdir/$file | head -nl"

2 matrix="cat $dir/deltas/S$file | awk '{ print $1 }' | tr '\n' ' '

3 tmp="echo "scale=8; ($x—(${ref[$yl})) "2+Stmp" |bc"

4 for x in S$Smatrix; do

5 tmp="echo "scale=8; ($x—-(${ref[Sy]})) "2+Stmp" Ibc; (( y++ ))

6 done

7 dist[$i]="echo "scale=8; sqgrt($tmp)"|bc " $i $file:"; (( 1i++ ))

8 echo ${dist[@]} | tr '":' '"\n' | sed 's/ \./0./g' | sed '/"$/d' | sort -g >

Sdir/dist.array

Figura 17 - Trecho de cédigo shellscript usado no script de geracdo dos arquivos das interagdes

Uma pesquisa bibliografica extensa, com seus resultados apresentados na Tabela 5, Tabela 6 e
Tabela 7, foi utilizada para obtenc¢do de parametros geométricos (distancias) e quimicos (tipo
de atomo e carga) que definem as classificacdes das interagdes entre os atomos de um par de
residuos de aminodcidos (eletrostatica — secao 1.1.3.1, ponte dissulfeto — secdo 1.1.3.2,
ligacdo de hidrogénio — secdo 1.1.3.3, hidrofébica — se¢do 1.1.3.4), de forma a se definir os
critérios que foram usados durante a busca dessas interagdes nas estruturas das proteinas
depositadas no Protein Data Bank. Estes critérios envolvem a dire¢ao da busca na cadeia, as
distancias interatdmicas a serem consideradas, o método experimental usado bem como a

resolucao obtida.

A Figura 18 demonstra o fluxo de funcionamento do sistema, abordando a interacdo entre
usudrio, adminstrador, banco de dados, interface web e repositério de arquivos (HD). O

administrador, através de shellscripts gera os arquivos com os das interacdes atomicas a partir



dos arquivos do PDB, os salva no disco e insere estas interacdes no banco de dados MySQL
que serd acessado através da interface web pelo administrador ou usudrio

RID MySQL <255 Shellscript
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Manipulagao da base de dadoS
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1l % / Admlmstrador
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. ir“ i USuario
oogle Bffts
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Figura 18 - Diagrama do funcionamento do sistema

4.'1 Banco cle Cld(lOS

O banco de dados PDB teve sua estrutura explorada com o objetivo de se definir as
informacdes e a forma de busca das mesmas dentro da estrutura do banco, ou seja, nos flat
files. A estrutura do arquivo PDB foi usada para a geracdo de novos arquivos baseados no

arquivo original da proteina, de forma a se isolar a interacdo encontrada, para a montagem de
nova base de dados.

Ap6s a defini¢do desses parametros e estruturas de arquivos, uma base de dados estrutural foi
montada com os pares de residuos de aminoacidos encontrados (que satisfazem estes
critérios) durante varredura do nimero maximo possivel de proteinas do PDB. Estas proteinas
foram selecionadas dentre as que atentassem a critérios como método (Difragao por Raios-X)

e resolucdo (valor da resolucio alta <= 2 A), o Algoritmo 1 apresenta a légica que foi usada
para a montagem do banco de interagoes.
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Algoritmo 1 — Montagem do banco de interag¢des

Download dos arquivos PDB resolvidos por Difragdo de Raios-X com resolugdo <= 2
Para cada interacgédo a ser inserida no banco faga
residuel € Trés letras que identificam o residuo 1
atoml €& Trés letras que identificam o &tomo 1
residue2 € Trés letras que identificam o residuo 2
atom2 € Trés letras que identificam o &tomo 2
cutoff € Valor da distdncia a ser observada entre os &tomos
type € Tipo da interacédo
// (HB — Hydrogen Bond, DB - Disulfide Bridge, IE - Interacgdo Eletrostéatica)
Para cada arquivo PDB faga
Para cada cadeia do arquivo faga
Para cada residuetl = residuel
Para cada residuet2 = residue2 e residuet2num > residuetlnum
Se distdncia (residuetl, residuet2) <= cutoff
Entdo GeraArquivoInteracao (residuetl, residuet?2)

InserelInteracaoNoBanco ()

FimSe
FimPara
FimPara
FimPara
FimPara
FimPara

Uma vez criada a base de interagdes, uma busca de padrdes entre os dtomos que compdem as
cadeias principais dos aminodcidos interagentes (do banco de dados) foi feita. A definicdo de
propriedades geométricas (distancias) entre os dtomos foi utilizada como critério para busca
de pares de aminodcidos proximos em proteinas-alvo, permitindo indicd-los como possiveis

candidatos a mutagao.

Algoritmo 2 — Levantamento das distancias

Para cada arquivo de interagéo
Para cada Atoml em (N, CA, C, 0)
Para cada Atom2 em (N, CA, C, 0)
distAtomlAtom2 € distdncia entre os dtomos Atoml e Atom?2
InsereDistanciaAtomlAtom2InteracaoNoBanco
FimPara
FimPara

FimPara

A funcdo de insercao de distincia no banco grava numa tabela todas as 16 distancias possiveis

entre os atomos (N, Ca, C, O) dos dois residuos interagentes associadas a determinada
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interacdo. A distancia € calculada através do método Euclidiano, ou seja, a distancia € igual a
raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas entre as coordenadas atomicas (Equacao

5).

d =0 —x)2 + (1 — ¥2)2 + (21 — 2,)?

Equacdo 5 — Férmula utilizada para o cdlculo da distancia (euclidiana)

4? BHSCﬁ

Uma busca direta na base de dados de interacdes consiste na sobreposi¢ao do par candidato,
proveniente da proteina alvo, com todos os pares da interacdo até se encontrar um par da
interacdo que tenha a melhor sobreposicdo atdmica (menor distincia entre os 4tomos pares,
tendendo a zero implica em sobreposi¢do perfeita). Os pares candidatos da proteina alvo sdo
obtidos a partir do Algoritmo 3, consistindo de uma pesquisa de qualquer par de residuos que

atendam as distancias obtidas no Algoritmo 2.

Algoritmo 3 — Busca de candidatos na protefna alvo

Download do arquivo PDB da proteina alvo
Para cada interagdo a ser pesquisada na proteina faga
Para cada cadeia do arquivo faga
Para cada residuetl da cadeia
Para cada residuet2 da cadeia e residuet2num > residuetlnum
Para cada Atomlt em (N, CA, C, 0O) de residuetl
Para cada Atom2t em (N, CA, C, O) de residuet2
distAtomltAtom2t € distdncia entre os &dtomos Atomlt e Atom2t
distAtomlAtom2 € disténcia entre os dtomos Atoml e Atom2
Se distAtomltAtom2t <= disAtomlAtom2 da interacédo
Entdo GeraArquivoParCandidato(residuetl, residuet?2)
InsereParCandidatoNoBanco ()
FimSe
FimPara
FimPara
FimPara
FimPara
FimPara

FimPara
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Dada a forma de disponibilizagdo dos dados nesta base de dados (flat files) houve a
necessidade de se definir uma forma de busca que fosse mais eficiente que a sobreposi¢ao dos
pares (Algoritmo 4), uma vez que uma comparacdo na base implicaria numa sobreposi¢ao
atoOmica das estruturas a serem comparadas. Para a busca de um par da proteina-alvo no banco
de interagdes se torna necessaria a comparacao dessa estrutura com cada uma das presentes no
banco, através de sobreposi¢do atdmica, gerando como resultado um arquivo (arquivo de
deltas) contendo as distancias entre dois atomos pares pertencentes aos dois residuos (N-N,
Co-Ca, C-C, 0-0O). Esta sobreposicdo, por ser tarefa que exige muito processamento €
operacdes de escrita e leitura de arquivo em disco, torna a busca invidvel, demandando entao

uma nova forma de busca definida neste trabalho.

Algoritmo 4 — Busca bésica de interacdes numa proteina

Para cada interagdo a ser pesquisada na proteina faga
Para cada par candidato encontrado nesta interacgdo faga
Para cada par da interacédo faca
ExecutaSobreposicao (par proteina alvo, par interacgédo)
Ordena arquivos internamente da maior para a menor distéancia
Ordena lista de arquivos com a maior distdncia encontrada
Primeiros pares da lista sdo fortes candidatos a mutagdo
FimPara
FimPara

FimPara

A otimizag¢do da busca consistiu no cédlculo de um score a partir dos arquivos de deltas
(Equacao 6), com o objetivo de ser usado como identificador/assinatura, para buscas mais
rapidas que as realizadas através de sobreposi¢Oes individualizadas de estruturas. Este calculo
¢ baseado na distancia euclidiana, método muito comum na busca e avaliagdo de
similaridades, e consiste na raiz quadrada das somas dos quadrados de cada par de diferenca

entre os respectivos valores de delta dos dois arquivos comparados.

n

0= ¥

i=l1

2

Xi — i

Equacgdo 6 — Equacio para calculo do valor do score, baseado na distancia euclidiana
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Assim, dado um conjunto de arquivos de pares da interacio gerados, é feita uma sobreposi¢ao
de cada um deles com o de maior resolu¢cdo (Algoritmo 5), calculando-se o score definido

anteriormente. O mesmo se aplica aos arquivos dos pares candidatos da proteina alvo.

Algoritmo 5 — Otimizag¢ao dos pares da interacdo

Para cada interacédo facga
referéncia_interacdo € par interacdo maior resolucéo
Para cada par da interacéao faca
ExecutaSobreposicao (par interagdo, referéncia_interagao)
Ordena arquivo internamente da maior para a menor disténcia
FimPara
FimPara

Ordena lista de todos os arquivos identificados pela maior disténcia encontrada

A partir das otimizacOes geradas, obtém-se dois vetores de valores calculados da mesma
forma que podem refletir consequentemente a mesma situacdo. Ou seja, dado um valor no
vetor de pares de proteinas, o mesmo valor no vetor de pares da interagdo pode levar a
arquivos idénticos, com sobreposicdo perfeita, um possivel mutante. Por outro lado, o célculo
pode gerar um valor igual porém a realidade do arquivo pode ser bem diferente. A busca
portanto se dard através de uma pesquisa neste vetor de valores a partir do valor calculado

para o par candidato da proteina alvo (Algoritmo 6).

Algoritmo 6 — Busca de interacdo na proteina

Para cada interacédo facga
Para cada par candidato da proteina faga
ExecutaSobreposicao (par proteina, referéncia_interagdo)
Ordena arquivo internamente da maior para a menor disténcia
FimPara
Busca valor igual ou prdéximo ao obtido no vetor de valores dos pares de interacao

FimPara

Assim, dada uma estrutura bem definida de uma proteina-alvo, para cada par de residuos de
aminodcidos dessa proteina-alvo (que satisfacam os critérios geométricos estabelecidos
anteriormente), serd feita uma busca na base de dados a fim de se obter uma conformacao das
cadeias principais dos residuos do par que sejam similares (provavelmente apresentando

melhores sobreposicdes espaciais) a conformacdo das cadeias principais dos residuos da
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proteina-alvo. Para cada par encontrado na base, duas possiveis mutagdes podem ser
propostas na proteina-alvo com o objetivo de se introduzir esta nova interacdo na estrutura

analisada.

Além do banco de dados, para armazenamento dos pares de residuos interagentes, ha a
necessidade de um sistema para interacdo humana nesta busca. Assim, um sistema com alta
disponibilidade e acesso online, sem a necessidade de instalacdo de software adicional se
torna interessante neste momento. Este sistema foi desenvolvido para permitir o uso da busca

por mutantes a partir de outros pesquisadores.
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D. Resultados

A implementagdo do codigo foi realizada em modulos de forma que possam ser alterados sem
que os resultados anteriores sejam prejudicados. Cada etapa gera uma nova tabela no banco de
dados e/ou arquivos no formato PDB com trechos do arquivo original ou no formato texto
comum. As etapas serdo descritas a seguir juntamente com as andlises dos seus resultados

parciais.

O trabalho aqui apresentado foi dividido em duas etapas, a saber: desenvolvimento da base de
dados e desenvolvimento do sistema. A primeira etapa refere-se a base de interacdes que sera
utilizada para a proposi¢do de mutacoes. Ja a segunda etapa, refere-se ao desenvolvimento de

interface web para possibilitar a busca de mutagdes possiveis a partir de uma proteina alvo.

51 Desenvolvimento da base de dados

Para a insercdo de interacdes foi necessdrio caracterizar a interac@o na Literatura (Tabela 6,
Tabela 7), para identificar os dtomos que as realizam, como indicado por Mancini et al
(2003). A Tabela 4 apresenta esta sequéncia de d&tomos e residuos, na ordem em que devem
ser pesquisados nos arquivos das proteinas, considerando apenas as interagdes que ocorrem
entre cadeias laterais, conforme o objetivo desse trabalho. Além disso, apresenta também a
quantidade de interagdes inseridas para cada tipo e o cutoff (distancia entre os 4tomos)

utilizado.
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Tabela 4 - Interacdes e suas caracteristicas

Tipo de Interagdo Grupos de Residuos e Cutoff Quantidade de
Atomos Interagentes interagdes
inseridas
Ponte Dissulfeto CYS SG CYS SG 2,4 A 1
Ligacdo de Hidrogénio LYS NZ SER OG 3,2A 30
(lateral positivo - lateral quase  HIS ND1 THR OG1
doador) HIS NE2 TYR OH
ARG NH1
ARG NH2
3 Ligacdo de Hidrogénio LYS NZ ASN OD1 3,2A 20
(lateral positivo - receptor HIS ND1 GLN OE1
lateral) HIS NE2
ARG NH1
ARG NH2
4 Ligacdo de Hidrogénio TRP NE1 SER OG 3,2A 18
(doador lateral — lateral quase ~ ASN ND2 THR OG1
doador) GLN NE2 TYR OH
5 Ligacdo de Hidrogénio TRP NE1 ASN OD1 3,2A 12
(doador lateral — receptor ASN ND2 GLN OE1
lateral) GLN NE2
6 Ligacdo de Hidrogénio TRP NE1 ASP OD1 3,2A 24
(doador lateral — lateral ASN ND2 ASP OD2
negativo) GLN NE2 GLU OE1
GLU OE2
7 Ligagio de Hidrogénio SER 0G ASN OD1 3,24 12
(lateral quase doador — THR OG1 GLN OE1
receptor lateral) TYR OH
8 Ligacdo de Hidrogénio SER OG ASP OD1 3,2A 24
(lateral quase doador - lateral THR OG1 ASP OD2
negativo) TYR OH GLU OE1
GLU OE2
9 Interagao Eletrostatica ASP OD1 LYS NZ 6,0 A 40
Atrativa ASP OD2 HIS NE1
(lateral negativo - lateral GLU OE1 HIS NE2
positivo) GLU OE2 ARG NH1
ARG NH2
Total de interagGes: 181

No primeiro estdgio do projeto foram consideradas somente as interagdes por ponte dissulfeto,
para geracdo de uma base de dados inicial e testes visando a confirmac¢do do método proposto.
Estas interacdes foram caracterizadas pela distincia méxima de 2,4 Angstrons (A) entre os
atomos de enxofre (enxofre gama) dos residuos de cisteina. Esta medida foi definida a partir
da distribuic@o das distancias das pontes dissulfeto anotadas nos arquivos PDB demonstrada
no Gréifico 4 e no Grafico 5, além das vérias medidas encontradas na Literatura para

caracterizar as intera¢des, conforme pode ser visto na Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracterizacdo da distancia da ponte dissulfeto

Distancia Publicagdao Observagoes

3A Martin et al (2011)
2,15A Singh (2008)

2,04 A Ferre e Clote (2005a) e Ferre ~ Com desvio padrdo de 0,105 e distancia maxima de 2,93 A
e Clote (2005b)

23A Bhattacharyya, Pal, descartando os maiores valores encontrados nos arquivos PDB
Chakrabarti (2004) variandode 2,31 Aa 2,89 A

2,03A Boisbouvier et al (2000)
2,04 A Morris et al (1992) com desvio padrdo de 0,16

2,04 A Sowdhamini et al (1989) também definem as distancias entre os carbonos alfa (Ca-Ca, <
6,5 A), carbonos beta (CB-CB, < 4,5 A), entre o carbono beta e o
enxofre (CB-S, < 1,87 A), bem como os angulos diedros
envolvidos na ponte

A segunda interagdo que fez parte da base foi a ligacdo de hidrogénio cujas caracteristicas,
observadas na Literatura, estdo na Tabela 6. Optou-se por utilizar como distancia de cutoff
para esta interacio a distincia de 3,2 A entre doador e aceptor de préton, pois como
caracterizada por Jeffrey (1997), até esta distancia encontram-se as ligacdes fortes e
moderadas, estando também dentro da faixa da maioria dos autores apresentados na Tabela 6.
Os doadores e aceptores de hidrogénio sdo os dtomos O e N, conforme Figura 9, exibida

anteriormente.

Tabela 6- Caracterizacdo da distancia da ligacdo de hidrogénio. As distancias sdo entre doador e aceptor.

Distancia Publicacao Observagoes

3,6A Guerois, Nielsen, Serrano (2002)

2,4-35A Eswar e Ramakrishnan (2000)

2,2-2,5 A forte Jeffrey (1997) Apesar de afirmar que uma distancia média seria

de 3 A, ressalta que pode haver uma ligagdo de

2,5-3,2 Amoderada hidrogénio significante a uma distancia de 3.5 A

3,2-4,0A fraca entre doador e aceptor.
2,4A Berndt, Glntert, Wiithrich (1993) Acrescentam que o angulo entre doador e
aceptor deve ser menor que 35°
2,5A Baker, Hubbard (1984) Afirmam que o angulo deve estar entre +90 e 180°
0,80-3,49A Taylor, Kennard e Versichel
(1984)

2,9A Kabsch, Sander (1983)
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Distancia Publicagao Observagoes

2,65-3,39A Wallwork (1962) Em seu trabalho, Wallwork explora um grupo
grande de liga¢des de hidrogénio, gerando os
valores médios com seus respectivos desvios-
padrdo calculados.

2,26-3,36 A Nakamoto, Margoshes, Rundle Em seu trabalho, levantam as distancias para as

(1955) pontes de hidrogénio baseando-se em varias

referéncias da Literatura e considerando os
atomos envolvidos como doadores e aceptores
de préton, avaliando 57 distancias diferentes.

As consideragdes sobre as distdncias que caracterizam as interagdes eletrostaticas, observadas
na Literatura, estio na Tabela 7. Optou-se pela distdncia de 6 A para caracterizar esta
interacdo pois trata-se de valor que permitird reduzir as possiveis falsas intera¢des além de
garantir que somente interacOes eletrostaticas mais fortes e mais precisas participardo da

geragdo da base de dados.

Tabela 7 - Caracterizacfo da distancia da interacfo eletrostatica

Distancia Publicagao Observagoes

6A Harris et al (2011)

3-5A Takahashi (1997)

7A Lee, Warshel (1997) Apesar de avaliarem valores 6, 7 e 8 A, indicam como mais

provavel o valor 7 para a distancia.

Os dtomos que formam as interagdes aqui relacionadas estdo descritos na Tabela 4, bem como
o valor adotado para a distancia e a quantidade de interagdes inseridas no banco de dados. Os
valores escolhidos para a busca das distancias, aqui definidos como cutoff, sdo parametros
informados na execu¢ao dos scripts para a busca das interagcdes para a geracdo dos arquivos e,
portanto, passiveis de alteracdo implicando em aumento ou reducdo da quantidade de arquivos

gerados com o0 aumento ou a redugdo, respectivamente, desse valor.
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inicial

Primeiramente, a base de dados das proteinas extraida do PDB (67.764 arquivos —
provenientes da atualizacdo do PDB ocorrida em setembro de 2010) foi percorrida a fim de se
identificar os métodos de resolugdo de estrutura presentes no banco bem como a caracteristica
das interacOes existentes, resolucdo dos arquivos e mapeamento de todos os &tomos,

informacdes estas descritas nos arquivos PDB.

Pelo Grafico 2 pode-se perceber que o maior niimero de arquivos foi resolvido com o método
Difracdo de Raios-X (X-Ray Diffraction), 58.746 arquivos. Este método foi, portanto,
escolhido para ter seus arquivos explorados, além disso, trata-se de um método que possui
melhor confiabilidade das informacdes por possuir o valor da medida da resolucdo, medida
que foi utilizada para resolver a estrutura, e também por ser um método que resolve a
estrutura de um cristal, ou seja, uma estrutura com uma melhor precisdo, permitindo que
sejam descritos inclusive loops ou outras estruturas flexiveis nao resolvidas por outros
métodos experimentais. Dessa forma, o método e a resolucdo definidos no arquivo PDB

foram os primeiros pardmetros para a escolha dos arquivos a serem utilizados neste projeto.

O Gréfico 3 apresenta o histograma das resolugdes anotadas nos arquivos (registro “REMARK
3 RESOLUTION RANGE HIGH (ANGSTROMS) :”) contidos na base de dados obtida no servidor de
FTP”’ do PDB.

*7 Disponivel em: ftp://ftp.wwpdb.org/
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Grifico 2 - Quantidade de métodos de resolucao na base de dados: (Acima) Todos; (Abaixo) Excluindo X-Ray
Diffraction (56799) e Solution NMR (8367)

Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB (Setembro de 2010)
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Gréfico 3 - Histograma das resolu¢des dos arquivos do PDB

Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB (Setembro de 2010)

Para avaliacdo das pontes dissulfeto descritas nos arquivos PDB, o Gréfico 4 foi elaborado a

partir das distancias dessas pontes descritas nos arquivos PDB através do registro SSBOND.



Este grafico foi gerado em duas escalas para demonstrar a grande concentracdo de

em torno de 2,03 A (escala direita).
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Gréfico 4 - Distribuicdo das distancias S-S descritas nos arquivos PDB, em Angstrons

Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB (Setembro de 2010)

O Grifico 5 apresenta as mesmas distancias do Gréfico 4, porém distribuidas de acordo com a

resolucao descrita no arquivo PDB. Percebe-se que a maior concentra¢io das distancias se da

em torno da resolucdo de 2 A. Vale ressaltar que estas distancias sdo anotadas nos

arquivos

PDB e por isso foram utilizadas na geracdo dos gréficos; as outras interagdes (ligacdo de

hidrogénio e interacao eletrostatica) ndo possuem anotagao de sua distancia nos arquivos PDB

para validacao.
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Gréfico 5 - Distribuicdo das distancias S-S segundo a resolu¢do do arquivo, em Angstrons

Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB

Nesta etapa foram geradas trés tabelas em nosso banco de dados:

methods (11 registros) - tabela com todos os métodos descritos nos arquivos PDB (11
métodos) e a quantidade de arquivos de cada método presente na base de dados
(Gréfico 2); o objetivo dessa tabela é agrupar os métodos similares e permitir a busca

de arquivos por um método especifico (no caso, X-Ray Diffraction);

pdbs (67.764 registros) - tabela com os identificadores dos arquivos PDB (tinico para
cada arquivo) bem como o seu método, a alta resolucao e a baixa resolucdo. Estas duas
resolucdes dos arquivos definem a qualidade dos dados coletados, sendo que a alta
resolucao denota melhor confiabilidade da localizacdo dos dtomos na estrutura. Assim,
quanto menor seu valor, melhor é a qualidade dos dados. O Gréfico 3 apresenta um

histograma gerado a partir do levantamento obtido com esta tabela;

s_table (820.972 registros) — tabela contendo todos os d&tomos de enxofre presentes em
todos os arquivos PDB e todas as suas informacgdes, a saber: identificador do arquivo

PDB, numero serial do atomo, identificacio do datomo (exemplo carbono alfa,
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oxigénio gama), nome do residuo, nimero do residuo, cadeia, coordenadas atdomicas

(X, y, z), dentre outras informacdes presentes na linha referente a cada dtomo.

512 Etapa 2 - Cdlculo das distancias e

cle{inigéo dos parametros para

caracterizacdo das interagdes

Nesta etapa foi gerada a tabela distance_table (7.501.807 registros), contendo todas as
distancias calculadas entre os dtomos das intera¢des definidas de uma proteina, seguindo os

critérios abaixo:
e A distancia deve ser calculada através do método Euclidiano (Equagao 5 anterior).

¢ (s dtomos devem estar na mesma cadeia — o objetivo € identificar interacdes (pontes
dissulfeto ou outra interacdo nao covalente — ligacao de hidrogénio, interacdo idnica,
etc) numa mesma cadeia e ndo entre cadeias. Este outro tipo (entre cadeias) pode ser
facilmente adicionado ao banco de interagdes posteriormente pela forma como o
codigo foi desenvolvido. Sua exclusdo neste momento permite reduzir a quantidade de

varidveis a serem avaliadas no momento da validagdo e montagem da base de dados.

e As distancias devem ser calculadas a partir de pares na dire¢do N terminal para C
terminal, ou seja, os pares de residuos devem ter nimeros crescentes, evitando-se
assim duplicacdo de pontes (ou interacdes) contidas no banco com a inversdao da

ordem dos residuos participantes.

Para andlise dos arquivos e tabelas gerados, serao observados e relatados neste ponto os dados
referentes a adicdo das pontes dissulfeto, primeira interacdo inserida no banco. Apds a
execu¢do do mdédulo, dos 67.764 arquivos PDB, distribuidos em 11 diferentes métodos de
resolugdo de estrutura, foram identificados 820.972 dtomos de enxofre gama provenientes dos
58.746 arquivos PDB resolvidos por Difracdo de Raios-X. A partir desses dtomos foram
calculadas as distincias entre eles, encontrando-se 7.501.807 pares de enxofre cuja distincia

foi calculada.
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Dessas distancias foram realizados filtros, descritos aqui, para se gerar os arquivos das
interagdes que irdo compor o banco. Assim, das distancias calculadas, 111.953 estdo abaixo
de3 A e, mais precisamente, 105.554 sdo menores ou iguais a 2,4 A. Se filtrarmos por dtomos
na mesma cadeia, encontramos 74.181 distancias menores ou iguais a 3 A e 71.493 menores
ou iguais a 2,4 A. Para garantir uma boa qualidade dos dados obtidos a partir desses arquivos,
foi definida em 2 A a resolucdo minima do arquivo PDB de onde a ponte dissulfeto foi
extraida. Assim, foram encontrados 60.614 pares de enxofres gama cujas distancias sao
menores ou iguais a 2,4 A, na mesma cadeia e com a resolucdo do arquivo PDB original

maior ou igual a 2 A (ou seja, o valor da resolu¢do deve ser menor ou igual a 2 A).

Estes 60.614 pares encontrados representam a base de dados inicial para as pontes dissulfeto
encontradas no PDB. Estas pontes foram descritas em novos arquivos PDB gerados com
apenas seis residuos, ou seja, as cisteinas interagentes acrescidas dos residuos anteriores e
posteriores, com o objetivo de caracterizar a ponte com a menor quantidade de 4tomos
possivel, de forma a se obter melhores sobreposicdes na comparacdo com outros residuos.
Para caracterizar a cadeia principal da ponte sdo gerados arquivos especificos com os dtomos

da cadeia principal (N, Ca, C, O).

Porém, a geracdo dos arquivos teve que considerar a possibilidade de falta de residuo
imediatamente antes ou depois do residuo alvo (cisteina no caso da ponte dissulfeto), o que
pode caracterizar a falta de tal residuo na anotacdo ou o residuo alvo ser o primeiro ou o
ultimo residuo da cadeia. Para identificar o residuo anterior e posterior ao residuo alvo a cada
arquivo a ser gerado, foram calculadas as distancias entre o carbono (C) do residuo anterior e
o nitrogénio (N) do residuo alvo (residuo central), bem como a distancia entre o carbono (C)
do residuo alvo (residuo central) e o nitrogénio (N) do residuo posterior. Para validar a
proximidade dos residuos foi considerado o valor méximo de 1,6 A para as distancias C-N,
valor este acima do descrito por Berg, Tymoczko e Stryer (2007), conforme Figura 19, 1,32
A. Valores acima do determinado indicam que o residuo real localizado préximo ao residuo
alvo (anterior ou posterior) ndo estd descrito fielmente no arquivo (por problemas de
anotacgdo, resolucdo, dificuldade de identificacdo no mapa de densidade eletronica) e que este
residuo ndo estd préximo do alvo no espago. Estes casos, quando percebidos, invalidam a
geragdo do arquivo da possivel ponte, pois o dtomo de carbono do residuo anterior e o
nitrogénio do residuo posterior ao residuo alvo s@o necessdrios para o calculo dos dngulos phi

0 e psi y, necessdrios para determinar a conformac¢ao do residuo central.



>
W

Extremidade
carboxiterminal

Extremidade
aminoterminal

a—

N-C, C,-C C-N

Figura 19 - Cadeia principal de uma proteina com seus comprimentos tipicos e os angulos phi ¢ e psi y

Fonte: Lehninger, Nelson, Cox (2007)

Dessa forma, as seguintes caracteristicas descartam do banco o arquivo da interacio gerado:

® Auséncia de residuo anterior ou posterior ao dtomo observado — impossibilitando,

portanto, que sejam calculados os angulos phi ¢ e psi .
e Auséncia de algum 4dtomo na cadeia principal.

e Erros de anotagdo, como os descritos na secdo 5.1.6 (Problemas encontrados em
arquivos do PDB), envolvendo: anotacdo incorrea de dupla conformacgdo, anotacdo
incorreta de alguns nimeros como o ndmero do dtomo, nimero do residuo, altloc,
dentre outros - Estes erros ocasionam a identificacdo incorreta do residuo pelos scripts

gerados, resultando em distancias, nomes ou sequéncias de residuos incorretos.

Estes critérios levaram os 60.614 arquivos, relacionados as pontes dissulfeto, a eliminacao de
alguns que ndo atendiam aos requisitos acima, chegando-se a quantidade de 48.523 arquivos,
contendo 6 residuos cada como mostrado, em um exemplo, na Figura 20, a seguir, que contém
o arquivo PDB gerado e a imagem tridimensional dos residuos. A numeracio original dos
residuos de aminodcidos € alterada pelo script que gera o arquivo, com o objetivo de
identificar os residuos (1, 2 e 3 — um lado; 101, 102, 103 — outro lado) durante a execugao da

sobreposi¢@o por outro script.
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CRYST1 73.678 41.460 119.863 90.00 103.56 90.00 P 1 21 1 4
SCALE1 0.013573 0.000000 0.003274 0.00000

SCALE2 0.000000 0.024120 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 0.008582 0.00000

ATOM 1 N LEU A 1 10.555 9.791 7.655 1.00 32.19 N
ATOM 2 CA LEU A 1 11.780 9.222 7.093 1.00 31.25 C
ATOM 3 C LEU A 1 12.969 9.585 7.949 1.00 31.45 C
ATOM 4 0O LEU A 1 13.837 8.765 8.132 1.00 30.25 0
ATOM 5 N CYSs A 2 13.019 10.815 8.446 1.00 33.15 N
ATOM 6 CA CYS A 2 14.069 11.212 9.391 1.00 33.81 C
ATOM 7 C CYSs A 2 13.991 10.400 10.682 1.00 32.76 C
ATOM 8 O CYS A 2 15.006 9.982 11.224 1.00 33.63 0
ATOM 9 N THR A 3 12.791 10.207 11.207 1.00 32.46 N
ATOM 10 CA THR A 3 12.618 9.437 12.455 1.00 31.52 C
ATOM 11 c THR A 3 13.106 7.989 12.320 1.00 31.43 C
ATOM 12 0 THR A 3 13.722 7.424 13.257 1.00 30.48 0
ATOM 13 N LYS A 101 20.435 8.227 12.942 1.00 36.62 N
ATOM 14 CA LYS A 101 21.226 9.465 13.034 1.00 36.28 C
ATOM 15 ¢ LYS A 101 20.384 10.731 12.886 1.00 34.37 C
ATOM 16 © LYs A 101 20.565 11.691 13.623 1.00 31.45 ]
ATOM 17 N CYs A 102 19.462 10.750 11.908 1.00 32.75 N
ATOM 18 CA CYs A 102 18.616 11.907 11.700 1.00 32.77 C
ATOM 19 C CYs A 102 17.619 12.116 12.843 1.00 32.04 C
ATOM 20 O CYs A 102 17.362 13.259 13.252 1.00 33.05 ]
ATOM 21 N ASP A 103 17.035 11.017 13.322 1.00 31.07 N
ATOM 22 CA AspP A 103 16.070 11.089 14.405 1.00 31.54 C
ATOM 23 C ASP A 103 16.716 11.755 15.652 1.00 32.07 C
ATOM 24 O ASP A 103 16.150 12.647 16.278 1.00 32.62 0]
END

Figura 20 - Arquivo SG2gh0O_169B_175B.ent-f.trans-mc.pdb, contendo a cadeia principal da ponte CYS169-
CYS175, da cadeia B, do arquivo pdb2gh0.ent.

Segundo Cohen, Potapov, Schreiber (2009), um conjunto de quatro distancias entre dois
residuos interagentes (Figura 21) pode caracterizar uma interacao. Teoricamente, segundo 0s
autores, para uma descri¢do mais precisa e completa da interacdo seriam necessarias multiplas

distancias entre os dois residuos.

d22

d21

“d12
Td11

Figura 21 - As quatro distancias para o par de residuos interagentes Arg-Asp
Fonte: Cohen, Potapov, Schreiber (2009) - doi:10.1371/journal.pcbi.1000470.g001
Os arquivos gerados para cada interagdao (exemplo na Figura 20) foram percorridos e foram
calculadas 16 distancias compreendendo cada dtomo da cadeia principal (N, Ca, C, O) do
primeiro residuo alvo (Cys-2) e estes mesmos atomos do segundo residuo alvo (Cys-102) ,
que formam a interacdo. O objetivo € utilizar os limites definidos pelas distancias encontradas
para identificar, na proteina alvo, possiveis conformagdes candidatas a terem sua cadeia

lateral mutada para o residuo alvo em questao (cisteina, no caso da ponte dissulfeto, ou outro
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conforme a interacdo proposta). Os dois graficos a seguir apresentam a distribui¢cdo dessas
distancias para o Ca e o C, para o caso das pontes dissulfeto. Estas distancias calculadas
foram diferentes para cada interacdo inserida no banco de dados. O Grafico 6 refere-se as
distancias do atomo Co de um residuo aos dtomos N, Ca, C e O do outro residuo, enquanto
que o Grafico 7 apresenta as distancias do dtomo C. O valor mais incidente observado para a
distancia Co-Ca, 5,8 A estd de acordo com a faixa descrita por Richardson (1981), 4 Aa74
A, e menor que 6,5 A, como citado por Sowdhamini et al (1989). Estes dois autores abordam

a distancia Co-Ca como uma caracteristica relevante para se identificar uma ponte dissulfeto.

Distribuicao das distancias do Ca a cada dtomo da outra Cys Distribuicdo das disténcias do C a cada atomo da outra Cys
4500 - — 4000

4000 A 7.5 3500 49 5.6. ca

j;gg IJ \ 'r_\ IIA\ 3000 ’/\\ !‘?“r\\

o 7N oo A ALV

1500 _! /,j? .\\ !\ \\ 1500 r{\\ // /5/

1000 ————\ A 1000

o [ N AN o o W/ J 7 \\; —

Distincias em Angstrons Distancias em Angstrons

——(Ca-Ca =——C(a-C CaN =——Ca-0 —C¢C —CCs —CN c-o
Grifico 6 - Distribui¢do das distancias, em Gréfico 7 - Distribui¢do das distancias, em
Angstrons, do Ca. (CA) a cada 4tomo da outra Cys Angstrons, do C a cada dtomo da outra Cys
Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB Fonte: Dados extraidos dos arquivos do PDB

Apo6s a geracdo dos arquivos do banco, estes foram, um a um, sobrepostos ao arquivo de
maior resolucdo contido no banco (PDB 1EJG38, resolucdo 0,540 A, distancia da ponte
dissulfeto de 2,03 A). Esta sobreposi¢do resulta num arquivo transformado por rotacio e
translacdo das coordenadas atdmicas na mesma orientacio do arquivo de maior resolucgdo,
com o objetivo futuro de realizar comparacdo direta dos arquivos, ou seja, arquivos que
apesar de apresentarem a interagdo em posi¢des espaciais diferentes estdo relacionadas por

uma rotacdo e uma translacao simples.

¥ PDB ID 1EJG. Jelsch, C., Teeter, M.M., Lamzin, V., Pichon-Pesme, V., Blessing, R.H., Lecomte, C. Accu-
rate protein crystallography at ultra-high resolution: valence electron distribution in crambin. Journal: (2000)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 97: 3171-3176. PubMed: 10737790. PubMedCentral: PMC16211.
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515 Etapa - Busca em uma proteina alvo

Para esta etapa foi desenvolvido o médulo SG-search que percorre a proteina alvo em busca
de pares de residuos passiveis de serem mutados a fim de se inserir naquele ponto uma
intera¢do. Como exemplo serd demonstrada uma busca realizada no banco de dados de pontes

dissulfeto.

Com o objetivo de testar o algoritmo desenvolvido, simulando uma busca em uma proteina
alvo de estrutura recém-resolvida, na qual se pretende propor mutac¢des para ponte dissulfeto,
foi escolhido um polipeptideo com estrutura resolvida, depositado no PDB. Portanto, como

proteina alvo, foi escolhido o arquivo PDB 1PENY, Figura 22.

Figura 22 - Estrutura do arquivo 1pen, demonstrando alfa hélices, loops e pontes dissulfeto (dtomos em verde
destacados a esquerda). A direita, sua estrutura atdbmica completa.

Esta escolha se deu pelo fato de este arquivo possuir duas pontes dissulfeto anotadas, Figura
23, e por possuir uma cadeia de 109 dtomos (num total de 16 residuos em uma unica cadeia),
bom tamanho para testar o algoritmo completo (percorrendo toda a base com 48.523 arquivos;
alguns redundantes). As duas pontes presentes (CYS2A-CYS8A e CYS3A-CYS16A)
possuem, ambas, distdncia de 2.03 A entre os dtomos de enxofre gama (SG). O arquivo

apresenta resolucdo de 1,1 A e sua estrutura foi resolvida por Difragdo de Raios-X.

* PDB ID IPEN. Hu, S.H., Gehrmann, J., Guddat, L.W., Alewood, P.F., Craik, D.J., Martin, J.L. The 1.1
A crystal structure of the neuronal acetylcholine receptor antagonist, alpha-conotoxin PnlA from Conus
pennaceus, PubMed 8740364, Structure. 1996 Apr 15;4(4):417-23.
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SSBOND 1 CYs A 2 CYs A 8 1555 1555 2.03
SSBOND 2 CYS A 3 CYs A 16 1555 1555 2.03

Figura 23 - Trecho SSBOND do arquivo pdblpen.ent, descrevendo as pontes dissulfeto

A razdo de se escolher um polipeptideo ja com pontes dissulfeto € a possibilidade de validar
estas pontes existentes na busca realizada no banco de dados, ou seja, se removermos a ponte
do polipeptideo, podemos avaliar se ela seria encontrada. Se a proteina alvo pertencer ao
banco, pode-se remover do banco as pontes encontradas e verificar se aqueles residuos sao

identificados como candidatos a mutagao.

A primeira parte dessa etapa consistiu em percorrer a cadeia principal do polipeptideo em
busca de pares de residuos que atendam as faixas de distancias definidas na etapa anterior.
Estas distancias foram coletadas de todos os arquivos que descrevem pontes a fim de se
definir padrdes ou limites maximo e minimo das distancias entre os quatro atomos da cadeira
principal, num total de 16 distancias, apresentados no trecho inicial da Figura 24. Sendo
assim, a cada par de residuos da proteina alvo, quatro dessas distancias foram calculadas (N-
N, Ca-Ca, C-C, 0-0) e, se estiver dentro do padrao levantado, este par passa a fazer parte
dos pares de residuos da proteina que sdo passiveis de terem sua cadeia lateral mutada para

cisteina.
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log> 27/03/2011 - 03:48:28

log> Directory that will be used: 0218-distances-201103271541-0ok
Distances CACA max = 8.962; min = 2.898
Distances CAC max = 9.745; min = 3.454
Distances CAN max = 9.478; min = 2.315
Distances CAO max = 10.322; min = 2.713
Distances CCA max = 9.724; min = 2.342
Distances CC max = 11.087; min = 2.951
Distances CN max = 10.494; min = 1.304
Distances CO max = 11.674; min = 2.717
Distances NCA max = 9.763; min = 3.115
Distances NC max = 10.610; min = 3.525
Distances NN max = 10.307; min = 2.582
Distances NO max = 11.499; min = 2.549
Distances OCA max = 10.488; min = 2.659
Distances OC max = 11.785; min = 2.773
Distances ON max = 11.227; min = 2.118
Distances OO0 max = 12.359; min = 2.492
Residue 1: GLY A

Residue 2: CYS A

Residue 1: GLY A

Residue 2: CYS A

Residue 1: GLY A

Residue 2: SER A

Residue 1: GLY A

Residue 2: LEU A

Residue 1: GLY A

Residue 2: CYS A

Residue 1: CYS 2 A

Residue 2: CYS 3 A

Figura 24 - Trecho do relatério do médulo SG-search, que percorre a proteina identificando pares de residuos

A Figura 24 apresenta a relagdo de valores de distancias gerados pelo relatério. Os valores
médios se encontram de acordo com a Literatura e a grande varia¢do na distribui¢do dos
valores estd diretamente relacionada as variacdes nas conformagdes das cadeias principais dos
residuos interagentes. As linhas seguintes as distancias mostradas na Figura 24 apresentam os
primeiros 6 dos 58 pares de residuos candidatos encontrados no polipeptideo, sendo o
primeiro par da lista composto pela Glicina (residuo de nimero 1 da cadeia A) e a Cisteina

(residuo de numero 2 da cadeia A).

Para cada um dos 58 pares encontrados foi gerado um arquivo no formato pdb, idéntico aos
arquivos gerados para o banco, ou seja, contendo apenas os residuos que compdem o par € 0s
residuos anteriores e posteriores a estes, além de alguns cabecalhos necessarios para a rotagao
e translagdo dos dtomos. Estes arquivos foram verificados e os que ndo estavam de acordo
com o padrdo gerado foram eliminados. Os arquivos eliminados nido continham um dos

residuos (anterior ou posterior), ou entdo ndo continham algum atomo da cadeia principal, ou
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continham erros de anotagdo, descritos na secao 5.1.6 (Problemas encontrados em arquivos do
PDB). Dessa forma, restaram 41 arquivos com os pares de residuos candidatos a mutagdo por
cisteina da proteina-alvo. Estes arquivos foram, um a um, sobrepostos aos arquivos do banco
usando o aplicativo LSQKAB do pacote CCP4*. Esta sobreposicdo visa comparar as
conformagdes da cadeia principal dos pares de residuos (alvo e banco), gerando 4 arquivos de

saida, sendo:

1. Arquivo “.out” — resultado da transformac¢ao contendo as novas coordenadas para os
arquivos do banco geradas apds sobreposicdo dos mesmos contra cada arquivo da

proteina-alvo.

2. Arquivo ‘“.rmstab” — apresenta uma distincia média por residuo obtida a partir das
distancias computadas entre os pares de dtomos equivalentes das cadeias principais de

cada residuo apds a sobreposi¢ao.

3. Arquivo “.log” — contem um grupo de mensagens geradas na execucdo do script, para
verificacdo de erros que porventura possam ter ocorrido durante a execugdo.
Apresenta também os vetores que foram usados para a rotacdo e translagdo da

molécula resultante.

4. Arquivo “.deltas” — apresenta a distincia entre os pares de dtomos equivalentes das
cadeias principais de cada residuo apds a sobreposi¢do dos dois arquivos, conforme
Figura 28. Vale ressaltar que apenas os dtomos de carbono C e nitrogénio N da cadeia
principal do primeiro e do terceiro residuos de aminodcidos, respectivamente, bem
como todos os dtomos da cadeia principal do segundo residuo foram usados na
sobreposi¢cdo. O objetivo dessa estratégia € poder sobrepor exatamente o residuo que
sera mutado (residuo central) mais um Aatomo imediatamente anterior € um
imediatamente posterior, pois este conjunto € responsavel pelo calculo dos angulos phi
e psi. Esta quantidade de 4&tomos usada na sobreposi¢ao pode ser alterada para todos os
atomos da cadeia principal, para que se tenha uma sobreposi¢io mais restritiva e

precisa dos trés residuos consecutivos.

%0 Collaborative Computational Project No. 4. Software for Macromolecular X-Ray Crystallography. Disponivel
em http://www.ccp4.ac.uk
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Ao todo foram gerados, para a sobreposi¢do de 41 arquivos do alvo contra os 48.523 arquivos
do banco, 1.989.443 grupos de 4 arquivos totalizando 39,4 GB (deltas — 7.8 GB, log — 16 GB,
out — 7.8 GB e rmstab — 7.8 GB), consumindo 24 horas e 10 minutos de processamento, o que

justifica a necessidade de otimizacao do procedimento.

A sequéncia de pares de residuos gerada pela ferramenta desenvolvida estd listada na Figura
25, a seguir. Esta sequéncia foi obtida a partir da verificacdo das distancias entre os dtomos de
todos os pares possiveis do polipeptideo (proteina alvo) em comparacdo com os valores
dessas distancias extraidos do pdb. Portanto, sdo pares que ainda devem ser analisados para se

propor a mutagao.

ALA9A - ALAlOA CYS2A - ASNI12A CYS3A - PRO6A PRO6A - ALASA
ALA9A - ASN12A CYS2A - CYS3A CYS3A - SER4A PRO6A - PROT7A
ALA9A - PRO13A CYS2A - CYS8A CYS3A - TYRI5A PRO7A - ALAIOA
ALA9A - TYRI15A CYS2A - LEU5SA CYS8A - ALASA PRO7A - ASNI11A
ALA10A - ASN11A CYS2A - PROG6A CYS8A - ASNII1A PRO7A - ASN12A
ALA10A - PRO13A CYS2A - PRO7TA CYS8A - ASNI12A PRO7A - CYS8A
ASNI11A - ASN12A CYS3A - ALAlOA LEUSA - ALAOSA PRO13A - ASP14A
ASN12A - PRO13A CYS3A - ALASA LEUSA - CYS8A SER4A - ALASA
ASN12A - TYRI15A CYS3A - ASNI12A LEUSA - PRO6A SER4A - CYS8A
ASP14A - TYRI1S5A CYS3A - CYS8A PRO6A - ALA1OA SER4A - LEUbSA
CYS2A - ALA9A

Figura 25 - Lista dos pares candidatos a mutag¢do encontrados ao término da execugdo do médulo

Cada par listado foi sobreposto com todas as pontes do banco (48.523), resultando em varios
arquivos com o resultado da sobreposicdo e deltas, conforme descrito anteriormente. Desses
arquivos, pode-se gerar a Tabela 8, que apresenta as maiores distancias interatdmicas
encontradas (entre os 12 atomos equivalentes) como resultado da sobreposicdo entre os
48.523 arquivos PDBs oriundos do banco de dados e os 41 arquivos PDBs provenientes da
proteina alvo. Ela foi gerada com o objetivo de se observar os menores valores dessa lista que
podem significar uma sobreposi¢do muito boa quando o valor estiver muito préximo de zero,
permitindo inferir possiveis clusteriza¢des (agrupamentos) entre as sobreposi¢des. A primeira
linha (0,001 A) apresenta a sobreposicao do par CYS2A-CYS8A (ponte dissulfeto presente no
polipeptideo) com seu similar existente no banco de dados. Este mesmo par da proteina alvo
também apresenta valores baixos na sobreposi¢ao com outras pontes do banco, apresentadas
nas linhas 2 (0,163 A), 3 (0,168 A), 4 (0,203 A) e 6 (0,290 A), dentre outras, o que sugere um

agrupamento (cluster) dessas pontes no banco como similares. A outra ponte do polipeptideo
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(CYS3A-CYS16A) nido figura no relatério (Figura 25) e tampouco na listagem (Tabela 8)

pois como um dos residuos € o ultimo da cadeia, este arquivo ndo foi gerado.

As linhas 5 e 15, da Tabela 8, referem-se a sobreposicdo do par ASP14A-TYRI15A da
proteina alvo com valores baixos para a maior distancia interatdmica (0,270 e 0,340 A). Isto
indica que este par € um candidato a mutacdo das cadeias laterais do primeiro residuo
(aspartato) e do segundo residuo (tirosina) para cisteinas, possibilitando naquele ponto a
formac¢ao de uma ponte dissulfeto, pois este par e as duas pontes do banco de dados indicadas
na tabela apresentam conformacdes muito préximas, com uma diferenca maxima de 0,270 A

ou 0,340 A em um dos dtomos.

Tabela 8 - Maior distancia interatdmica por arquivo

Maior ) PDBalvo  12Residuo 22 Residuo PDB banco Cys1 CYs2
distancia (A)
1 0.001 1pen CYS2A CYS8A 1pen 2A 8A
2 0.163 lpen CYS2A CYS8A lakg 2A 8A
3 0.168 1pen CYS2A CYS8A 2dga 59B 65B
4 0.203 1pen CYS2A CYS8A 3fub 161C 167C
5 0.270 1pen ASP14A TYR15A 3gtk 45) 46)
6 0.290 1pen CYS2A CYS8A 2gh0 169B 175B
7 0.310 1pen CYS2A CYS8A 2v5e 161A 167A
8 0.315 1pen ASN11A ASN12A 2d0v 103D 104D
9 0.323 1pen CYS3A SER4A 2e2i 45) 46)
10 0.326 1pen CYS2A CYS8A 2uz6 2N 8N
11 0.333 1pen CYS2A CYS8A 2v5e 250A 256A
12 0.334 1pen CYS2A CYS8A 2gh0 169A 175A
13 0.335 1pen LEUSA CYS8A 2hj3 54A 57A
14 0.339 1pen CYS2A CYS8A 2uz6 2T 8T
15 0.340 1pen ASP14A TYR15A 2nvz 45) 46)
16 0.347 1pen CYS2A CYS8A 1aOm 2B 8B
17
18 0.380 1pen ASN12A TYR15A 1gai 210A 213A

Outros pares da tabela apresentam conformagdes similares as presentes no banco de
conformagdes com um valor baixo para a distancia interatdmica, a saber, ASN11A-ASNI12A,
CYS3A-SER4A e LEUSA-CYS8A. Estes dois tultimos afetam as pontes existentes que

envolvem as cisteinas 2A-8A e 3A-16A. Além desses, ha varios outros resultados (1.989.443
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resultados) ndo exibidos na Tabela 8 (razdo da representacdo “...” na linha 17 da tabela).
Interessante observar o par da linha 18 (ASN12A-TYR15A) que difere dos demais por ndo
conter cisteina e ndo serem aminodcidos consecutivos, o que possibilita a manuteng¢do da

estabilidade neste ponto do polipeptideo (Figura 26 e Figura 27).

A Figura 26 apresenta duas sobreposi¢des de pontes dissulfeto do banco sobre o polipeptideo.
A primeira (a esquerda da figura) refere-se a ponte CYS2B-CYS8B do arquivo PDB 1a0m
(linha 16 da Tabela 8), em cinza, o que demonstra que, caso o arquivo 1pen fosse removido
do banco, esta ponte seria encontrada, validando o algoritmo de busca. Observa-se pela
Tabela 8 a existéncia de vdrias outras pontes (linhas 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 14) que
apresentam distancias pequenas quando sobrepostas a ponte ja existente no polipeptideo
(CYS2A-CYS8A). Por outro lado, a direita da Figura 26, encontra-se a ponte CYSI10A-
CYS13A do arquivo PDB 1gai (linha 18 da Tabela 8) em amarelo. Esta sobreposi¢do permite
indicar esta ponte como uma possivel mutacdo no polipeptideo alvo 1pen, permitindo a

introducdo de uma nova ponte dissulfeto em sua estrutura, como visto na Figura 27.

Figura 26 - 1pen com as sobreposicdes da linha 16 da Tabela 8 (ponte CYS2B-CYS8B do pdb 1a0m) a esquerda
e da linha 18 (ponte CYS210A-CYS213A do pdb 1gai)
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Figura 27 — Estrutura do polipeptideo PDB 1PEN e suas pontes dissulfeto (dtomos de enxofre em verde) além de

uma possivel ponte a ser adicionada a partir do banco (1gai — CYS210A-CYS213A) a direita da figura

A Figura 28, a seguir, apresenta dois arquivos “.deltas” gerados na sobreposi¢c@o anterior. O
arquivo gerado possui um nome composto por duas partes. A primeira parte se refere a0 nome
da proteina alvo, ao par de residuos da proteina alvo , seus nimeros e sua cadeia. A segunda
parte se refere ao nome do arquivo do banco de dados de onde as interagdes foram retiradas,
os nimeros das cisteinas (no caso da busca por pontes dissulfeto), seguidos da cadeia. O
primeiro arquivo de resultado (pdblpen_CYS2A_CYS8A-SGlpen_2A_8A.deltas) refere-se a
sobreposicdo do arquivo do par proveniente do peptideo alvo (pdblpen_CYS2A_CYSS8A)
com o arquivo da ponte existente no banco (SGlpen_2A_8A) também referente a0 mesmo
par do polipeptideo, contido no banco. Sua anélise permite confirmar a sobreposi¢ao perfeita
(maior distancia interatdmica igual a 0,001 A) dtomo a dtomo da ponte do polipeptideo com a

mesma existente no banco (esquerda da figura).

A outra sobreposi¢do relatada na figura (direita — pdblpen_ASNI2A_TYRI5A-
SGlgai_210A_213A.deltas) refere-se a sobreposicio de um par do polipeptideo alvo com
uma ponte do banco indicando que este par € um candidato a mutacdo da cadeia lateral uma
vez que o maior valor de distancia interatdmica indicado na lista é 0,380 A. Este valor muito
proximo de zero indica que os dois pares sobrepostos se encontram em posicdes muito
préximas com uma diferenca de apenas 0,380 A entre os dtomos de N do residuo posterior 2
segunda cisteina da ligacdo. Os outros valores, correspondentes aos outros atomos, sao
menores que esse conforme se observa na Figura 28 (direita). Esta sobreposi¢do poderd ser

observada na Figura 26.
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pdblpen_ CYS2A_ CYS8A-SGlpen_ 2A_ 8A.deltas | pdblpen_ASN12A TYR15A-SG210A 213A.deltas
0.001 1C A 1C A 0.283 1C A 1C A
0.001 2N A 2N A 0.230 2N A 2N A
0.001 2CA A 2CA A 0.280 2CA A 2CA A
0.001 2C A 2C A 0.143 2C A 2C A
0.001 20 A 20 A 0.076 20 A 20 A
0.000 3N A 3N A 0.094 3N A 3N A
0.000 101C A 101C A 0.319 101cC A 101cC A
0.000 102N A 102N A 0.150 102N A 102N A
0.000 102CcA A 102CA A 0.348 102CA A 102CA A
0.000 102C A 102C A 0.066 102C A 102C A
0.001 1020 A 1020 A 0.267 1020 A 1020 A
0.000 103N A 103N A 0.380 103N A 103N A

Figura 28 - Arquivos deltas para a ponte 2A-8A (esquerda) e outro par do banco ASP14A-TYRI15A (direita)

A Figura 29, a seguir, gerada utilizando-se a ferramenta Yasara, mostra a sobreposi¢cdo dos

arquivos referentes as linhas 1, 2, 3, 4 e 6 da Tabela 8, que se sobrepde a ponte

CYS2A_CYS8A do polipeptideo, também encontrada no banco (pois a mesma faz parte da

base) e as demais que se apresentaram bastante similares conformacionalmente. A figura

apresenta apenas os dtomos da cadeia principal (N — azul, C e Ca — ciano, O — vermelho). Sua

observacdo permite concluir o quao préximas estdo as conformacdes das cadeias principais

dos arquivos sobrepostos.

Figura 29 - Exibi¢do das linhas 1, 2, 3, 4 e 6 da Tabela 8 (pontes do banco que se sobrepdem com menores

distancias a ponte CYS2A-CYS8A do polipeptideo 1pen)




5131 Comparacdo do resultado obtido com o resultado de

outras ferramentas

A partir da sequéncia de residuos do polipeptideo 1PEN (sequéncia fasta:
GCCSLPPCAANNPDYCX) varios resultados foram obtidos em ferramentas de predi¢ao de

ponte dissulfeto, conforme andlise que se segue:

v" EDBCP (Figura 30): Prediz as pontes ji existentes (2-8, 3-16), com os maiores valores
de probabilidade (0,65310 e 0,41345, respectivamente), além de avaliar outras
possiveis ligacdes entre as cisteinas existentes (2-3, 2-16, 3-8, 8-16). Excetuando-se os
pares que contém a cisteina 16 (por ser o ultimo residuo da cadeia), os outros foram

também propostos pela ferramenta apresentada neste trabalho.

Prediction Result

Job ID 20121209289 [Query Name 1PEN

Template PDB ID  [1PENA

SEQUENCE GCCSLPPCAANNPDYCX

Sequence length: 17 residues

Posmons of 23816

cysteines

e-value 0.005 [Sequence identity | 100.00%

Disulfide bond connectivity prediction score

Pasition Cysteines pair Euclidean distance | Separation | Probability | Metal-binding site score

2-3 376 1 0.01194 0.21990
2-8 479 6 065310 0.21990
2-16 7.38 14 0.14301 0.21990
3-8 710 5 0.09184 0.18023
3-16 10.34 13 0.41345 0.21989
8-16 7.37 8 0.05618 0.23607

Posmons of oxidized 23816

cysteines

Predicted disulfide

bonds [2-8] [3-16]

Predicted positions of

cysteines in metal None

binding site

Figura 30 - Trecho do resultado da execu¢do do EDBCP

v' DiANNA (Figura 31): Ao invés das pontes existentes (2-8, 3-16) prediz como pontes
os pares 3-8 (maior score, 0,01201) e 2-16 (score 0,01042, maior score que nao
envolve as cisteinas 3 e 8). Também avalia as possiveis ligacdes entre as cisteinas

existentes em pares como 2-3, 2-8, 3-16 e 8-16.
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Step 4: Disulfide Bonds Prediction using a trained Neural Network

Disulfide bond scores

2-3 1 XDDCIBCCSLEPP -X00{GCCSLERC 0.01038
2-8 6 XDOCIBCCSLPP -CSLPPCAANIE 0.01184
2-16 14 MOOOIECCSL PP -HNP DY U000 0.01042
3-8 5 MHGOCSLPPC-CSLPPCAANNE 0.01201
3-16 13 MOGUCSLPPC -HNP DY 0000 0.01054
8-16 g CSLPPCAANNE -HNPDY (30000 0.01043
Predicted bonds
2-16 MDOIECCSLPP - MNPDYCOOO
3-8 MOKGUOSLEPC - CSLPPCAANNE

Predicted connectivity

14,23

Figura 31 - Trecho do resultado da execu¢do do DIANNA

v" Disulfind (Figura 32): Lista as pontes ja existentes (cisteinas 2-8 e 3-16).

Results for 1pen

Fomm +
-+ |
I | |

......... 10.. ...

AL GCCSLPPCLAMNNEDYCH
DB state 11 1 1
DE conf 78 8 7

DE kond bond (2, 8)
DE bond bond (3,16)

Conn conf 0.873012

Figura 32 - Trecho do resultado da execugdo do Disulfind

v" SSBOND (Figura 33): Lista as pontes j existentes (2-8 e 3-16) além de mais um par
LEUSA-CYSS8A para possivel ponte, baseados na distdncia entre os carbonos beta
(CB) e posteriormente entre os enxofres gama (SG). Este par também € levantado pelo
algoritmo aqui descrito (linha 13 da Tabela 8) com a maior distancia interatdmica

igual a 0,335 A.
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SIBOND CHI1-1 CHIZ-1 CHI3 CHIZ2-2 CHI1-2 3GDIST CHINREG TAUNRG DISNRG TOT]
2 - g -171.7 70.6 -98.6 -90.4 -163.6 2.027 1.62 0.27 0.06 1.
i - 16 -458.5 -51.9 -83.1 -62.6 -64.9 2.029 0.47 0.11 0.z20 0.

TOTAL NUMEBER OF DISULFIDE BONDS FOUND IN THIS PROTEIN 2

COMPARIZON BETWEEN OBZERVED ANWD CALCULATED C-BETA POSITIONS

AVERAGE DISCREPAMCY BETWEEN CBC AND CBO IS : 0.091
STANDARD DEVIATION OF DISCREPANCY IS : 0.065
LARGEZET DEVIATION IS : 0.238 IN REZIDUE 3

THE FOLLOWING RESIDUE PAIRS MIGHT FORM A DISULFIDE

BRIDGE ACCORDING TO THEIR CE-CE DISTAMNCE. WHICH

LIEZ BETWEEM 3.27 AMND 4.38 ANGISTROM

CORRESPCHMDING TO CHI-3 ANGLES OF +-- 90, +-- 47.2 DEGREES

NE RES1 -- REZZ MNAME1l MAMEZ CB DIST CA DIET
1 2 -- g CYS CY3 3.960 5.012
2 3 -- 16 CYS CY3 4,060 5.398
3 5 -- g LEU CY3 4,166 5.483

3 PAIRS FOUMD

AFTER CHECEING FOR CBE-3G AND 5G-3G DISTANCES THE
FOLLOWING RESIDUE PAIRZ ARE ZTILL POSSIELE

SGDIST %1 X2 X3 2! ¥1' CHINRG TAUNREG DISNREG TOTHRG

1 CONFORMATION BETWEEN : 2 - g CYS CY3

1 2.030 -164.7 56.5 -96.9 -88.2 -157.5 2.05 0.03 0.04 2.13
2 2.030 -154.3 36.9 -86.2 -93.8 -148.2 3.95 0.89 .09 .93
3 2.031 -178.9 1.3 105.4 98.2 106.9 5.44 1.58 0.0z 7.04

o
N

2 CONFORMATION BETWEEM : 3 - 16 CYS CY3

1 2.030 -66.2 -30.3 -103.6 -51.8 -77.9 1.54 0.15 0.0z 2.01
2 2.030 -155.3 29.9 0.6 55.5 1¥5.0 2.00 1.23 0.13 3.368

3 CONFORMATION BETWEEM : 5 - g LEU CY3

1 2.030 33.5 56.6 104.6 -146.8 68.2 2.60 0.10 0.0z 2.73
2 2.030 147.1 -142.5 6.7 79.5 -46.0 3.70 0.10 0.23 4.03

Figura 33 - Trecho do resultado da execu¢do do SSBOND

E importante ressaltar que os algoritmos descritos anteriormente propdem as possiveis pontes
através de cdlculos matemdticos considerando angulos, posicdo da cisteina, quantidade de
residuos entre os pares, dentre outros. Nenhum deles considera a conformacao total da cadeia
principal como aqui proposto, ou seja as coordenadas de cada um dos dtomos que compde a

cadeia principal para sobreposi¢ao com os registrados no banco.
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514 Etapa4 - Otimizacdo da base de dadoseda

l’)uSCd

Algumas decisdes, otimizacdes, mudancas e aperfeicoamentos foram feitos na base de dados
inicial com o objetivo de tornar o sistema mais eficiente computacionalmente ou aumentar e
até mesmo melhorar o banco de dados. Estas alteracdes e decisdes seguem descritas nos itens

seguintes:

5141 Geracdode arquivo para mais de uma cadeia

Cada arquivo PDB representa uma estrutura e este arquivo pode possuir vérias cadeias da
mesma estrutura que repetem a mesma interagdo, com pequenas variagdes na conformacao, o
que pode estimular a reducdo da quantidade de arquivos de interacdes pela eliminagdo dos
arquivos dessas interacdes redundantes provenientes de uma mesma estrutura, com variagao
da cadeia. Porém, observando-se a Tabela 8, pode-se concluir que a manutengdo dessas outras
cadeias se faz necessdria uma vez que a variacdo das conformacdes, apesar de ser pequena,

pode resultar em sobreposi¢oes melhores do que outras cadeias da mesma estrutura.

5142 Verificacdo de 16 distancias

Para a reducdo da quantidade de pares encontrados na varredura da proteina alvo, a
verificacdo das 16 distancias entre os dtomos N, CA, C e O (conforme indicadas na Figura
34), permite o aumento da quantidade de parametros a serem usados para a busca dos pares de
residuos candidatos. Inicialmente foram testadas apenas as distancias entre &tomos pares num

total de 4 distancias (N-N, CA-CA, C-C, O-0).

A variacdo das conformacgdes das cadeias dos residuos interagentes € muito grande, podendo
se apresentar paralelos diretos, paralelos invertidos, perpendiculares, diagonais, dentre outras
formas. Com isso, a variacdo dos valores das distancias entre os dtomos tende a uma faixa

muito grande fazendo com que todas as distancias possiveis aumentem os limites. Neste caso,
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o uso das 16 distancias permite refinar a busca eliminando pares candidatos que ndo

satisfacam a todas as faixas de valores para estas distancias.

Figura 34 - 16 distancias entre os 4tomos da cadeia principal dos residuos centrais

5143 Ciitério para sobreposig&o

Houve uma preocupacdo inicial na definicdo do critério para decidir quando uma
sobreposicdo pode ser considerada boa o suficiente a ponto de recomendar a mutagio, ou seja,
0 qudo afastados do zero os valores da sobreposi¢do ainda sdo vélidos para se considerar a
mutacdo. Com relagdo a esta métrica, chegou-se a conclusao de que o pesquisador, usudrio da
ferramenta, é que considerard a mutagao, visualizando a sobreposi¢ao da interagdo candidata
do banco sobre a proteina-alvo, como apresentado na Figura 36 e na Figura 37. Isto porque
somente o usudrio poderd definir se aquela interagdo pode ou ndo atender aos seus propdsitos,

devido aos dtomos e/ou residuos participantes, dentre outras caracteristicas.
5144 Integracdo, arquivos, codigo

A integracdo de algumas etapas ou modulos desenvolvidos visou a reducdo do nimero de
interacdes com o banco ou com a lista de arquivos gerada, reduzindo o tempo de
processamento. Arquivos intermedidrios também foram eliminados com esta integracdo e os
dados gravados neles foram transferidos para o banco, para melhor gerenciamento. O

algoritmo em alto nivel foi apresentado no capitulo Metodologia.

Por outro lado a redug¢do da quantidade de arquivos de saida da etapa de sobreposic¢do,
eliminando os arquivos “.log”, “.rmstab” e “.out”, utilizados para a validagao da sobreposi¢cao
e montagem da base de dados inicial também foi um fator que permitiu a diminuicdo do
tempo de processamento e geracdo dos arquivos das interagoes. Isto resultou em uma redugdo

dréstica na quantidade de gravagdes no disco e do espaco ocupado pelos arquivos gerados. O
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total de 39,4 GB ocupados por todos os 7.957.772 arquivos, inicialmente, foi reduzido para

7,8 GB ocupados pelos 1.989.443 arquivos “.deltas”.

O uso da programagdo paralela para execucao das sobreposi¢cdes e geracao da base de dados
inicial foi testada no Cluster Veredas, do CENAPAD/UFMG, quando os arquivos das novas
interacdes inseridas no banco foram gerados. O uso do cluster permitiu a execugdo simultanea

de vérios processos, sendo cada um deles para a geracdo de todos arquivos de uma interagao.

A partir de um acesso ao cluster (via conexao ssh) um processo € submetido ao escalonador,
que € o gerenciador dos processos em execucdao. O Veredas utiliza o slurm, um escalonador
de processos que controla as filas de nds (cores) disponiveis para uso e seu hardware. Assim o
escalonador pode enviar o processo submetido a execucdo a uma fila especifica e
consequentemente a um nd. As filas sao organizadas por tempo maximo de processamento e a
quantidade de nés de cada fila varia conforme a definicdo da administragao do cluster, no
caso do Veredas as filas sdo short (1 hora, 10 n6s), long (4 dias, 72 n6s), superlong (10 dias,
24 no6s). O processo submetido, agora alocado a um dos nds, pode submeter novos jobs
(outros processos) na fila de processos e estes serdo alocados quando houver disponibilidade

nas filas solicitadas.

O cddigo escrito para o Veredas consistiu em um processo principal submetido a fila
superlong e este por sua vez inicializava os processos secundarios para a geragao dos arquivos
de interacdo (fila short) ou sobreposicao dos arquivos gerados (long). Cada processo desses
inicia outros processos a partir do seu cddigo, que geram os arquivos individualmente ou
fazem a sobreposicdo desses arquivos gerados com os arquivos do banco ou inserem dados
obtidos no banco de dados. Ao ser executado num core o processo executa 0S Outros
processos relacionados com o seu codigo em paralelo rodando localmente, acessando
memoria e discos locais do core. Os arquivos gerados sdo transferidos posteriormente para
um disco compartilhado, mais especificamente para a pasta de trabalho do usudrio do cluster,

evitando o armazenamento no nd, que se torna inacessivel apds a finalizacdao do processo.

Infelizmente os trabalhos desenvolvidos no cluster Veredas tiveram que ser interrompidos
devido a problemas fisicos relacionados com o resfriamento e a estrutura comprometida de
alguns n6s e do disco compartilhado. Esta interrupg¢do atrasou a finalizacdo do projeto, mas

nao o impediu, houve a necessidade de retornar o processamento ao servidor inicial.
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5145 Otimizacdo da busca

A busca na base de dados gerada se tornou computacionalmente cara, ou seja, o nimero de
sobreposicdes a serem realizadas para a verificacao de cada par implica no aumento do tempo
total da busca. Dessa forma, a proxima etapa do projeto consistiu em estudar uma forma de

reduzir o tempo gasto e agilizar as buscas.

Os arquivos que compdem o banco (como exemplo a visualizagdo na Figura 35) possuem
coordenadas atdmicas que podem conter pequenas variaches em alguns 4tomos apenas,

distinguindo umas das outras.

CRYST1 40.840 18.470 22.340 90.00 90.80 90.00 P 1 211 2
SCALE1 0.024486 0.000000 0.000342 0.00000

SCALE2 0.000000 0.054142 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 0.044767 0.00000

ATOM 1 C CYs A 1 15.001 8.824 10.393 1.00 2.77 C
ATOM 2 N CYs A 2 14.095 9.609 9.803 1.00 2.50 N
ATOM 3 CA CYs A 2 14.156 11.056 9.974 1.00 2.29 C
ATOM 4 C CYs A 2 12.854 11.599 10.522 1.00 2.21 C
ATOM 5 0 CYs A 2 11.788 11.089 10.230 1.00 2.80 o]
ATOM 6 N PRO A 3 12.946 12.670 11.330 1.00 2.18 N
ATOM 7 C GLY A 101 17.532 13.749 13.433 1.00 2.77 C
ATOM 8 N CYS A 102 18.016 13.261 12.264 1.00 2.61 N
ATOM 9 CA CYs A 102 17.753 11.884 11.890 1.00 2.45 C
ATOM 10 C CYs A 102 18.486 10.949 12.876 1.00 2.71 C
ATOM 11 © CYS A 102 19.338 11.384 13.654 1.00 3.20 ]
ATOM 12 N ILE A 103 18.143 9.671 12.777 1.00 2.71 N
END

Figura 35 - Exemplo de par que compde o banco de dados para sobreposi¢do (a direita o arquivo PDB gerado)

Isto significaria que uma clusterizacdo e remoc¢do de elementos similares, dependendo do
parametro a ser utilizado poderia impedir que aqueles dtomos fossem validados numa busca.
Sendo assim, uma sobreposicdo de todos os elementos contra todos poderia indicar os
conjuntos com dados muito préximos (como na Figura 36, por exemplo), formando grupos ou
clusteres de elementos similares que poderiam ser excluidos diminuindo-se a base de
possiveis pares a serem pesquisados e indicados como possiveis mutantes. Na Figura 36 pode-
se perceber que os trés arquivos sobrepostos possuem pontos em comum (adtomos
perfeitamente sobrepostos) e pontos com uma variagdo maior em algumas coordenadas

distintas. O mesmo pode ser observado na Figura 29.
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Figura 36 - Sobreposicdo de trés arquivos PDBs muito similares do banco de dados gerados pelo algoritimo

Uma das otimizacdes consistiu no cdlculo de um score a partir dos arquivos de deltas
(Equacao 6, descrita na Metodologia). A ideia é eliminar o tempo gasto com a sobreposicao
de uma estrutura com todas as outras que compde o banco da interagdo, o que se repete para
cada par candidato da proteina-alvo. Por exemplo, se o banco de interacdes possui 50.000
arquivos e a proteina-alvo possui 100 pares candidatos, serdo 5.000.000 de sobreposicOes a
serem executadas, caindo para apenas 100 com o uso do score. Sendo assim, os pares
candidatos da proteina-alvo deverdo ser sobrepostos apenas com um arquivo de referéncia,
qual seja o arquivo de maior resolucdo usado na sobreposicdo dos pares encontrados na
interacdo. Isto significa que pares candidatos e pares da interacdo serdo comparados com base
em uma mesma referéncia espacial e serdo avaliados através do valor gerado pelo score de

cada um.

A busca, portanto, serd baseada em comparag¢do numérica ao invés de célculos de diferencas
de sobreposi¢ao por dtomo. Na busca usando sobreposicdo atdmica, foram gastos pouco mais
de 24 horas para o processamento do polipeptideo Ipen (16 residuos), conforme abordado
anteriormente. Para a busca neste mesmo polipeptideo usando o score foram gastos pouco
menos de 1 minuto, pois o processamento necessario foi de apenas as sobreposicdes dos
arquivos de candidatos gerados para o polipeptideo contra a referéncia definida para a
interacdo. O cdlculo do score envolve a contribui¢do de cada distancia individual que compde
o arquivo de deltas com o objetivo de se ter um valor resultante que seja sensivel a variacdo
dos valores das distancias apresentadas no arquivo referido. Com isso € possivel avaliar uma
pequena diferenca no valor de uma distancia especifica, podendo-se perceber entdo sutis

diferengas de conformacao.



IS

O uso desse score permitiu ordenar os arquivos a partir de cada sobreposicao com 0 arquivo
de maior resolugdo, exemplo na Figura 37. Nesta figura, observam-se os dois pares a serem
sobrepostos (2 esquerda e ao centro a figura). A direita da figura encontram-se os pares
sobrepostos. Nesta sobreposi¢do é possivel perceber que o valor do score serd alto uma vez
que ha parcelas de distancias significativas resultantes das diferencas das conformacdes dos
atomos (indicadas como os tracejados a direita da figura). O conjunto de scores gera um vetor
a ser utilizado numa busca bindria*' a partir de um par encontrado na proteina alvo (o resumo

das etapas da busca se encontra na Tabela 10).

Figura 37 - Exemplo de sobreposi¢do (direita) com indicag@o das distincias; dois pares sobrepostos (esquerda e

centro)

A seguir, um resumo das etapas de geragdo do banco de dados e da busca em uma proteina
alvo. Estas etapas, detalhadas nas secdes anteriores sdo apresentadas aqui de forma sucinta

permitindo o acompanhamento das etapas.

A Tabela 9 apresenta o resumo das etapas da geracdo do banco de dados das interacdes
atdmicas. Este processo consistiu em levantar os dados dos arquivos obtidos no PDB para
posteriormente gerar novos arquivos com as interacdes pesquisadas segundo o padrdo
definido. Estes arquivos sdo sobrepostos com um arquivo escolhido (maior resolucio) e
posteriormente sdo gerados os scores que identificam cada arquivo e que serdo usados para a

busca de pares da proteina alvo.

*I Definido por Knuth (1997) como um algoritmo de busca numa tabela ordenada iniciando pelo meio do
intervalo e desconsiderando os intervalos em que o valor buscado ndo se encontra repetindo-se iterativamente
até que o valor seja encontrado.



Tabela 9 — Resumo das etapas de geracdo do banco de dados

Etapa

Descrigao

Download dos arquivos do PDB

Envio para o banco, dos dados
dos arquivos PDB

Arquivos avaliados em busca da
interagao

Arquivos gerados com a
interacdo encontrada

Sobreposi¢do dos arquivos
gerados contra o de maior
resolucdo do grupo (referéncia)

Geracgdo do vetor de distancias
dos deltas

Levantamento das distancias
atdmicas caracteristicas da
interagdo

Download de todas as proteinas do PDB, resolvidas por Difragdo por
Raios-X, atualizagdes momentaneamente manuais para nao afetar os
resultados encontrados.

Uma vez disponiveis, os arquivos sdo identificados e cadastrados na
tabela de proteinas do banco de dados para que sejam usados nos
calculos e varreduras.

Para cada interagao contida no banco, o arquivo é percorrido
considerando os 4&tomos que compdem a interagdo e suas
caracteristicas.

Para cada par de residuos que compde a interagdo, e que sao
encontrados na proteina, é gerado um arquivo contendo estes
residuos e um residuo anterior e um posterior a cada um,
caracterizando a intera¢do, como apresentado na Figura 20 em sua
forma completa e na Figura 35 sua forma resumida. Cada interagdo é
inserida na respectiva tabela do banco de dados

A partir da geracgdo de todos os arquivos, cada um deles é sobreposto
com o de maior resolugdo, gerando um arquivo com as diferencas da
sobreposicdo (deltas, Figura 28 e Figura 37).

Para cada arquivo delta é gerado um score (calculado a partir da
distancia euclidiana,Equacdo 6) para identifica-lo perante os outros e
servir de métrica para busca a ser realizada, evitando-se a
sobreposi¢do um a um no momento da busca. Este score, juntamente
com as caracteristicas da interagdo sdo inseridos na tabela de pares
de interagGes do banco de dados.

Ao término da geragdo dos arquivos, sdo levantadas as 16 distancias
que caracterizam as interagdes, como abordadas no Grafico 6 e no
Grafico 7, estas distancias alimentam a tabela de intera¢es no banco.

A otimizacdo das etapas da geracdo do banco também resultou em mudangas nas etapas da
busca numa proteina alvo, conforme descrito na Tabela 10. A partir das distincias obtidas nos
arquivos das interacOes gerados para o banco, pares candidatos da proteina alvo sdo
identificados e novos arquivos gerados para, posteriormente, serem sobrepostos com o0 mesmo
arquivo referéncia usado na sobreposi¢do dos arquivos da interacdo. Apds isso, o score do

arquivo € calculado e usado na busca do melhor par da interagao.
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Tabela 10 — Resumo das etapas da busca numa proteina alvo

Etapa

Descrigao

Identificacdo de par na proteina
alvo a partir das distancias da
interagdo

Sobreposi¢gdo com a referéncia
da interacdo (de maior
resolucdo)

Calculo do valor do score de
cada arquivo

Busca binaria no vetor de
distancias

Exibicdo na interface web dos
resultados encontrados

A partir das distancias calculadas 4tomo a 4tomo, que identificam
uma interagdo (item 7 da Tabela 9), todos os pares de residuo de uma
proteina alvo sdo verificados se estdo de acordo com estas distancias
e, se encontrados, sdo gerados arquivos no formato PDB para cada
par encontrado.

Cada arquivo gerado é sobreposto com o arquivo de maior resolugdo
da interagdo contido no banco, gerando um arquivo de deltas para
cada sobreposicao.

A partir dos arquivos de deltas é calculado o score (Equagdo 6) de
cada arquivo, que corresponde a um par de residuos, para pesquisa
no vetor. Este score, bem como caracteristicas do par encontrado sdo
inseridos na tabela par de proteinas, do banco de dados.

O score calculado na etapa anterior é usado para uma busca binaria
no vetor de valores calculados na etapa 6 da geragao do banco de
dados (Tabela 9). Os valores maior e menor sdo inseridos na tabela de
par de interagdo de proteina, no banco.

A partir da interface web do sistema os itens identificados na etapa
anterior sdo exibidos através de graficos de distancias e exibi¢do da
estrutura 3D, para que o usudrio possa avaliar a adogdo da mutagdo
do par proposta.

5146 Diagrama Entidade Relacionamento

O Diagrama Entidade Relacionamento (DER) € utilizado para a defini¢do das entidades que
compdem o banco de dados e dos relacionamentos/associacdes que ocorrem entre elas
(Elmasri e Navathe, 2000). No diagrama é possivel indicar os tipos dos campos bem como os
indices de cada tabela. Na Figura 38 pode-se observar o DER construido para o banco,

remodelando as tabelas previamente criadas.

As principais tabelas do banco sdo:

v' uuser, que contém o cadastro do usudrio que terd acesso ao sistema, necesséria para o

desenvolvimento seguinte que é do sistema web e para controlar o acesso ao sistema

bem como gerar estatisticas de uso do mesmo.

v’ interactions, que contém os dados da interagdo inserida, ou seja, a sequéncia de

atomos, a distancia a ser buscada (cutoff), o arquivo de maior resolucdo usado para a
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sobreposi¢do, o tipo da interacdo, além das 16 distancias entre os dtomos da cadeia

principal.

v’ protein, que contém os dados da proteina inserida para ser pesquisada, sendo: c6digo
pdb, titulo, nimero de pares candidatos e nimero de possiveis localizacdes para

interacdes encontradas, além da data de inclus@o no banco e o nome do arquivo.

v’ pprocess, que também € necessdria para o acesso via interface web, armazenando as
interacdes que foram solicitadas em pesquisas ao banco, mantendo uma lista de
processos a serem executados para se ter controle da ordem de execugdo e de quais

foram executados.

Os relacionamentos dessas tabelas com as outras geram novas tabelas para, por exemplo,
caracterizar os pares da proteina (protein_pair), os pares da interacdo (interaction_pair), as
proteinas do usudrio (user_protein), os pares sobrepostos proteina/interagao

(protein_interaction), dentre outras informagdes caracteristicas.
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515 Etapa D - Insercdo de novas interagdes no

PYocesso

Esta etapa, considerando as alteragdes e otimizacgdes anteriores, teve como objetivo inserir
novas interacOes a serem pesquisadas e propostas pelo algoritmo, como interacdes
eletrostéticas e de ligacdes de hidrogénio. O principio serd 0 mesmo, ou seja, considerando-se
a conformagdo das cadeias principais dos residuos interagentes. Dessa forma, todo o

algoritmo € mantido.

Ap06s pesquisd-los no pdb para gerar o banco, as proximas etapas sdo gerar novos parametros
de busca e identificacdo na proteina alvo, e por fim, a pesquisa na proteina alvo e a
disponibilizacdo dos resultados. Todas estas etapas, ja implementadas para as pontes
dissulfeto foram adaptadas para que se busque as novas intera¢des (uma interagao entre serina
e serina, serina e treonina, aspartato e glutamato, aspartato e lisina, dentre outras). Ao todo

foram inseridas mais 180 interacdes além da ponte dissulfeto, descritas na Tabela 4, anterior.

516 Problemas encontrados em arquivos do

PDB

Nas vdrias etapas do projeto vérios erros nos arquivos PDB foram encontrados o que
ocasionou erros nos resultados obtidos, for¢cando a alteracao dos cédigos a fim de adaptar-se
aos problemas encontrados. A Tabela 11 apresenta uma lista com os problemas encontrados, a
identificacdo dos arquivos envolvidos, a descricdo do erro, sua consequéncia e a decisdao

tomada para contornar a situacao.

Como um exemplo disso, as distancias 0 A, 34,96 Ae 98,02 A foram informadas em alguns
arquivos PDB como distancias que caracterizam a ponte registrada através do rétulo
“SSBOND”. Isto denota um erro na anotacao desses arquivos por estarem muito fora da faixa
(34,96 A ¢ 98,02 A sio valores extremamente grandes para a distancia entre dois enxofres que

interagem).
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Tabela 11 - Erros encontrados nos arquivos do PDB

Alguns exemplos de

Linha(s) de exemplo extraida(s) de arquivo(s) PDB

Local . .
arquivos envolvidos Descrigdo do erro Consequéncia Decisdo tomada
Resolution Valor de Resolution High trocado com Resolution Arquivo ndo foi computado por ndo ter resolugdo L
. = L Arquivo ignorado.
high Low. suficiente.
ATOM 11 HG1 THR A 1A 60.378 20.455 43.183 0.00 0.00 H
ATOM 12 N CYS A 1 59.576 25.193 41.879 1.00 43.33 N
Ndmero . a i i
d . 1a5i, 1bda , . Na busca pelo proximo residuo, a geracdo do Para_a Bl c_jos:arguwos foi
o residuo Alguns residuos consecutivos foram encontrados . . . . s . considerada a distancia entre os
arquivo foi comprometida pois o proximo residuo , . . .
numerados com o mesmo valor. . , residuos, ou seja, validada a ligacdo
estava muito distante do residuo central. 1
peptidica.
1afa, 1afb, 1lafd, SSBOND 4 Cys 2 191 Cys 2 220 1555 1555 2.05
. 1bch, 1gxv, 1ilr, 1k2i, Na geragdo dos arquivos ndo se distinguia a cadeia
ChainID g O identificador da cadeia (ChainID) foi anotado g, ¢ q . g o
1kmb, 1kza, 1rtm, . t invés de let do numero do residuo, pois 0s mesmos eram Arquivo ignorado.
1tmf, 1v9u numericamente ao Inves de letras. consecutivos e n3o separados por marcador.
SSBOND 1 DCY D 3 DCY D 14 1555 1555 2.05
Nome do Nomes diferentes para os residuos, possivelmente BRIV (R IelSS Tl e 55 Gk I k10
7 lczq - ! - foram identificados prejudicando a composi¢do do ..
residuo por dupla conformagdo ou outra anotagdo S G 6) TR G B (D G (RO Arquivo ignorado.
diferenciada. . b
anotada incorretamente.
SSBOND 1 CYS A 10P CYs A 31 1555 1555 2.53
Altloc 1c4y, 1czq, 1deu !\lumero QU el @ s Lo el - Erro na identificacdo dos residuos consecutivos L
juntamente com uma letra, em alguns casos, varios N . . , Arquivo ignorado.
, . . para gerag¢ao do arquivo contendo seis residuos.
residuos consecutivos com a mesma sequencia.
SSBOND 1 CYsS A 3 CYS A 3 1555 4555 98.02
SSBOND 3 CYS E 247 CYS E 247 1555 3555 39.46
SSBOND 1 CYsS A 1313 CYS A 1313 1555 1555 0.00
SSBOND 20pw, 1rbo, 1nty, —— :
2kéd . .. A Se a distancia foi calculada incorretamente,
Valores improvaveis para a distancia entre os , . o~ L
a . causarad erros nas estatisticas e validagdo das Arquivo ignorado.
atomos de enxofre de uma ponte dissulfeto. . e
pontes identificadas.
SSBOND 1 CYS H 42 CYS H 58 1555 1555
SSBOND 2bvr Auséncia do valor da distancia entre os atomos de A auséncia da distancia causara erros nas

enxofre de uma ponte dissulfeto.

estatisticas e validagdo das pontes identificadas.

Arquivo ignorado.
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5.2 Desenvolvimento do sistema

Como produtos desse trabalho temos a base de dados desenvolvida e o sistema para acesso a
mesma via web. O objetivo desse sistema € permitir o acesso amplo a base de dados pela

comunidade cientifica e portanto, estd disponivel a partir da seguinte URL:

http://www.bioest.icb.ufmg.br/RID

7z

A interface do sistema € apresentada em inglés para possibilitar o uso do sistema por
pesquisadores de outros paises. O primeiro acesso ao sistema (Figura 39) remete a tela de
login ou, caso ndo tenha sido realizado um cadastro prévio, € possivel cadastrar um novo

usudrio no link NewUser na tela principal.

Home Contact About - Login New User

Please fill with the e-mail and password used in the registration.
Login
Email sandro@ufmg.br

Password ===

Figura 39 - Tela de login

O menu do sistema, antes da valida¢ao do usudrio, possui as opcdes Home — para a tela
inicial, Contact — contato com os responsaveis, About - para a descri¢do do projeto, além de
Login e NewUser. Ap6s a validagdo, sdo acrescentadas as op¢des MyProteins — para que o
usudrio visualize as proteinas alvo ja submetidas por ele, SubmitProtein — para submissdo de
novos arquivos alvos, Statistics — para visualizacdo de dados estatisticos do sistema, Jobs —
para a visualiza¢do dos processos em execu¢ao, além de Logout — para sair da area do usudrio.

No caso de submissdo de novos arquivos do usudrio, ao invés de indicacdo de proteinas do
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PDB, estes arquivos serdao gravados no servidor e ficardo disponiveis apenas para 0 usudrio
que os submeteu, garantindo a confidencialidade dos seus dados e pesquisas. No caso de
proteinas indicadas do PDB — banco publico -, os seus resultados ficardo disponiveis para
qualquer outro usudrio que a indicar, ou seja, se um usudrio resolver incluir a proteina X, ja
pesquisada por outro usudrio, este novo usudrio ji a terd em sua lista com os resultados até

entdo processados para a proteina.

521 Integracdo de tecnologias

Para o desenvolvimento do sistema, algumas tecnologias foram utilizadas e integradas com o
objetivo de agregar funcionalidade e maior usabilidade ao desenvolvimento usando PHP,

HTML, MySQL, Apache. Dentre estas, destacam-se o uso de:

I. A linguagem JavaScript foi usada para validacdo dos campos dos formulérios, em
termos de tamanhos, tipos e quantidades de itens selecionados além da manipulacdo
dos gréficos gerados (vetores de dados a partir dos dados do banco) e dos scripts de
visualiza¢do das moléculas (jmol scripts).

II. A ferramenta jmol®

, através do seu applet de coédigo aberto, foi usada como
ferramenta de visualizagdo de estruturas online, permitindo uma personalizacdao da
visualizagdo através de scripts dentro da propria pagina que a estd exibindo,
incorporando ao c6digo da pédgina o script da visualizacdo possibilitando dinamismo
como uso dos arquivos recém-processados em PHP para serem visualizados em trés

dimensoes.

III. Biblioteca de graficos HighCharts*® que possibilitou uma melhor interpretacdo das
distancias e dos candidatos a mutantes, exibidos através dos gréificos de colunas e
dispersao. Os gréficos sdo gerados através de c6digos em javascript que tiveram que
ser adaptados para receber os valores provenientes do banco, gerando graficos

dindmicos de acordo com as demandas do cédigo e do banco, em funcao dos cliques

#* Jmol: an open-source Java viewer for chemical structures in 3D. Disponivel em: http://www.jmol.org.
 Disponivel em: http://www.highcharts.com/
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do usudrio. O uso de grificos de dispersdo possibilitou avaliar o grau de similaridade

entre a estrutura do par de aminodcidos mutante € a do par da proteina nativa.

O uso de CSS com HTML permitiu ndo s6 a padronizacdo da interface como a
facilidade do desenvolvimento sem a preocupacdo de detalhes como cor ou layout de

varias estruturas (tabelas, menus, botdes, formularios, dentre outros).

O banco MySQL, alimentado pelos cédigos shellscript Bash que inserem as
interacdes € usado na interface web para acesso a estas interagdes, validacao e registro

do usudrio, bem como a submissdo das proteinas novas para serem analisadas.

Além dos cédigos em shellscript para geracdo dos arquivos das interacdes e
montagem do banco, um cddigo em shellscript roda permanentemente no servidor
para acompanhar a execugdo dos processos de proteinas submetidas, organizando e
gerando os resultados no banco. Ele funciona como um escalonador das execugdes das
sobreposicdes e geracdo dos arquivos da proteina nova ou de novas interagdes para

uma proteina ja existente.

Uso da API CAPTCHA* do Google para validacio do formuldrio foi necesséria para
evitar o uso ou o acesso indevido ao sistema por rob0s e scripts automatizados na web.
Esta validagdo ocorre apenas no registro do usudrio. Esta API € disponivel para uso
mediante registro e download de alguns cédigos e validagdo na base de dados do
Google, pois um dos propdsitos do seu desenvolvimento € ndo s6 colaborar para a
seguranca, mas também para a digitalizacdo de documentos antigos com a verificagao

por humanos de palavras que nao foram reconhecidas computacionalmente.

522 Usodosistema

Para uso do sistema € necessario ter um usudrio e senha, que permite a submissao de arquivos

PDB ou o uso de arquivos ja referenciados por outros usudrios. O cadastro é simples (Figura

40) consistindo do primeiro nome, dltimo nome, institui¢cdo de vinculo, pais e intencao de uso

“ CAPTCHA (Completely Automated Public Turing Test To Tell Computers and Humans Apart). Disponivel
em: http://www.google.com/recaptcha/captcha.
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(pesquisa, educativo e profissional), e-mail, senha, além do captcha, necessario para evitar

cadastros provenientes de scripts automaticos.

Phease wwmphele e won below Al lebds cie necessany, Regisleing an aveounl allow you o s=ave you

rocults and to submit your ewen pdb fio to analyso. Tho data insortod Foro are only for usago ctatisdes.

Uger Details

First Mamo

| ast Mams

Afiliate Insitution

county | Please Choose -
Inlended use Hasaarch Educatona Mrotessanal

Lagin Delails

Email

Retype Email

Password fletters and numbers)
Retype Password

Enier Captcta

MEN’s

ol2]]

Figura 40 - Formuldrio de registro de usudrio no sistema

Ap6s o cadastro, o usudrio poderd indicar um arquivo PDB através do seu ID (cédigo PDB)
ou submeter o proprio arquivo no formato PDB (seguindo o descrito na secdo 1.2.1 e na sec@o
1.2.2) para avaliagdo da ferramenta (Figura 41). Caso escolha a primeira op¢do, apds informar
o c6digo no campo apropriado, o arquivo correspondente aquele codigo serd transferido do
repositorio do PDB para o servidor da aplicacio através da URL
http://www.pdb.org/pdb/files/$pdbcode.pdb, onde S$pdbcode é o codigo informado pelo
usudrio no formuldrio. Apés a transferéncia do arquivo o mesmo estard associado a conta do
usudrio, constando na tabela proteins, que mantém o cadastro das proteinas, e na tabela
user_protein, que mantém o registro das proteinas usadas pelo usudrio. Caso o arquivo ja
exista na base e ja tenha sido avaliado anteriormente, o usudrio terd acesso aos dados ja
disponiveis desse arquivo, que neste momento estard associado ao usudrio anterior e a este
novo usudrio. Caso o c6digo seja incorreto ou o arquivo nao esteja mais disponivel via URL,
uma mensagem de erro serd disponibilizada e o usudrio deverd retornar ao formulédrio ou

selecionar um arquivo da sua lista (Figura 42).
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Caso a escolha do usudrio seja a segunda op¢ao, submeter um arquivo PDB, o mesmo podera
ser indicado através do campo apropriado do formuldrio e apds sua transferéncia para o

servidor, o mesmo estard disponivel em sua lista de arquivos.

Indirate the protein POR cnde

The protein fie will ba uploaded from PDB site or f the pmotein is already on the database, the results

could be visualized end associated to youruser

FDE coda

“Register |

Submit your local protein file

The fie submited must be in the pdb formet.

PODE fi2 | Bruwse.

Figura 41 - Formulério de submissao de arquivo ou indicacio do cédigo PDB

525 Arqguivos submetidos pelo usuario

A lista dos arquivos do usudrio (Figura 42) apresenta uma tabela contendo os arquivos
submetidos ou indicados pelo usudrio, o titulo contido na identifica¢do do arquivo, o nimero
de candidatos ja indicados e o nimero de interacdes finalizadas. Nesta tabela também ¢&
possivel remover o arquivo da lista de arquivos do usudrio, porém o mesmo continuard no
sistema uma vez que pode ser procurado por outro usudrio ou que ja esteja na lista de outro
usudrio. Clicando-se no valor da coluna Number of interactions finished do arquivo € possivel
escolher as interacdes que serdao pesquisadas na proteina (Figura 43). J4 clicando-se no c6digo

PDB da proteina é possivel visualizar as interacdes ja pesquisadas (Grafico 8).
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Select your submited protein

Click on the PDE code to see the results of the search. Click on the interactions number to see/choose the interaction to search to.

: number of
pdb _ number of _ _ _
title _ interactions action
code candidates .
finished

THREE DIMENSIOMAL STRUCTURE OF
THE FAB FRAGMENT OF A 2
NEUTRALIZING ANTIBODY TO' HUMAN
RHINOVIRUS SEROTYPE 2

o
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T
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v

STRUCTURAL BASIS FOR THE PRODUCT
1PEG SPECIFICITY OF HISTONE 2 LYSINE 0 0 emove
METHYLTRANSFERASES

1PEN ALPHA-CONOTOXIN PNI1 0 0 emove

SOLUTION STRUCTURE OF THE OCT-1

POU-HOMEO DOMAIN DETERMINED BY

MMD ARID DECTDAIMED BN ECIIAD

Figura 42 - Lista dos arquivos do usudrio indicando a quantidade de intera¢des ja concluidas e o ndmero de

candidatos encontrados

524 FEscolha de interacdes

A Figura 43 apresenta a relacdo das interagdes existentes no banco e que podem ser
escolhidas pelo usudrio para serem utilizadas no arquivo selecionado (o cédigo do arquivo
aparece no final do texto logo abaixo do menu, IPOG*). As caixas de marcacio (checkboxes)
de cada interacdo podem ter os seguintes estados: marcada e desabilitada, indicando que a
interacdo j4 foi executada; marcada, indicando que a interacdo estd sendo executada sobre o
arquivo ou estd aguardando para ser; desmarcada, indicando que a interagdo nao foi escolhida
pelo usudrio. Ao se clicar em Search as interagdes escolhidas sdo inseridas no banco, para
serem posteriormente processadas/pesquisadas na proteina, e retorna-se a tabela de proteinas

do usudrio (Figura 42).

4 PDB 1POG. Cox, M., van Tilborg, P.J., de Laat, W., Boelens, R., van Leeuwen, H.C., van der Vliet,
P.C., Kaptein, R. Solution structure of the Oct-1 POU homeodomain determined by NMR and restrained
molecular dynamics. J.Biomol.NMR 6: 23-32. PubMed: 7663141. DOI:10.2210/pdb1pog/pdb, 1995.
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Figura 43 - Escolha das interagdes

525 Visualizacdo das interacSes

O Grifico 8 apresenta as interagdes ja pesquisadas para a proteina, no caso foi escolhida
apenas a ponte dissulfeto. Os pontos do grafico representam os pares do banco que tem
conformagdo muito préxima da conformacao da proteina. No caso do grafico em questdo esta
representado apenas um par de interagdo do banco para cada par da proteina, sendo possivel

aumentar este valor a partir da interface.
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] Protein 1PEG Interactions )
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Euclidian Distance to the interaction target
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Candidates from the protein

Gréfico 8 — Potenciais interagdes (pontes dissulfeto) a serem inseridas na proteina 1PEG apds introdugdo da
dupla mutagdo sugerida
Clicando-se na drea do Gréfico 8 e selecionando-se uma regido € possivel visualizar com mais
detalhes os pontos daquela regidao. O Grafico 9 apresenta uma selecdo realizada mostrando
alguns pontos apenas. Um ponto em destaque, a extrema direita do gréafico, ao ser clicado,
permite visualizar a identificacdo do par da proteina (59) e a diferencga entre os scores (valor
calculado a partir da Equagdo 6) calculados para a proteina e para a interagdo do banco. A
diferenca entre os scores em Angstrons (A), portanto, € o eixo da ordenada do grafico. Quanto
menor esta diferenca, mais préxima € a conformagdo da cadeia principal do par de
aminodcidos da proteina alvo (submetida pelo usudrio) com a conformagdo da cadeia
principal do par de aminoécidos interagentes contido no banco de dados e sugerido pelo
sistema. A vantagem do uso desse valor é que a busca a ser realizada no banco consiste em
apenas uma consulta SQL*® simples no banco hospedado no MySQL, sem a necessidade da
sobreposicdo do par da proteina com todos os pares da interacdo para encontrar uma

proximidade entre eles.

Ao se clicar na descricdo que se abre quando o ponto € clicado € possivel visualizar com
detalhes a diferenca entre a conformacgdo da interacdo com o par da proteina, como observado

no Grafico 10.

% Structured Query Language — Linguagem de consulta utilizada em sistemas de gerenciamento de bancos de
dados como o MySQL, por exemplo.
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Protein 1PEG Interactions

. Resetzoom
CYS_SG-CYS_SG |

ProteinPair: 59, DistanceDifference: 0.00004 A &)

Euclidian Distance to the interaction target

Y 535 54 545 I 555 56 56.5 57 575 58 585 5g

Candidates from the protein

Griéfico 9 - Zoom em regido da figura anterior, podendo-se observar com detalhes. Ponto clicado indicando os

detalhes (identificacdo e valor).

O Grifico 10 apresenta o ponto escolhido no Gréfico 9, anterior. Neste gréfico, o par da
proteina é identificado como Target, o par da interacdo do banco € identificado como
Matched; da mesma forma, os Matched combinados com -2, -1, +1 e +2 sdo dois elementos
anteriores e dois elementos posteriores ao encontrado como melhor intera¢ao ou seja, menor
diferenca entre os valores de score para o par da proteina e o par da interagdo. A navegacgao
entre os pares da interagdo, para serem observados com mais detalhes, pode ser feita a partir

da Tabela 12.

O Grifico 10 é composto de trés modalidades diferentes e pode-se observar:

v No gréfico de pizza sdo plotados as porcentagens dos valores dos scores calculados
para que sejam comparados em fatias, as dimensdes dessas fatias podem servir de
métrica para a comparacdo entre elas. Fatias azuis sdo do par da proteina e do par da
interacdo, vermelhas referem-se aos pares imediatamente anterior e posterior e as
fatias verdes pares a uma distancia de dois elementos anteriores ou posteriores do par

encontrado na interagao.

v" A curva plotada no gréfico apresenta os valores em Angstrons dos scores encontrados,
visualizados sobre cada um dos elementos plotados no grafico de barras. Para ocultar

sua exibi¢ao basta clicar no nome respectivo (Distance) na legenda.
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v' O gréfico de barras apresenta, para cada barra a distdncia daquele dtomo ao mesmo
atomo do arquivo de referéncia, obtida apds a sobreposi¢do (dados provenientes do
arquivo delta gerado). E possivel ocultar uma ou mais barras neste grafico bastando
para isso clicar no respectivo dtomo na legenda. Isto reorganizard o grafico exibindo

apenas as barras restantes.

CYS_SG-CYS_SG - Distance chart (The y values are in Angstroms) =1
8
Each pair Distances
Matched+ »~~ Target
o - - 'e! o o o
& )
Matched+1 1 T Matched-2
H
= Vi
) Matched -~ Matched-1
9 |||I|| Il I| il |||I|| I |I|| | ik |||
Target Matched-2 Matched-1 Matched Matched+1 Matched+2
|Eci Nz Bca: Bcs Bos By Bcy NS cas @@ c10 @@ o011 BB N1Z -8 Distance |
l‘.‘J'}:'H'.E.ZJ"'u

Grifico 10 - Visualizacdo do ponto clicado, podendo-se observar os detalhes das distancias da intera¢do
encontrada (Matched) e do par da proteina-alvo (Targer)
O Griéfico 11 apresenta um par diferente tanto para a proteina quanto para a interagdo,
mudancga esta que pode ser feita a partir da Tabela 12, onde se observa a diferenca das alturas

das barras além da curva e do gréfico de pizza.

CYS_SG-CYS_SG - Distance chart (The y values are in Angstroms) (2 /[

40
Cach pair Distancesrger
Matched+2 ,u"

e Matched-2
: I -
. _ﬁ—.——"-'-—'-—_
——
o Matched+1 - .
2 I ™ Matched-1
m 20
= .I
- Matgfled *
Target Matched-2 Matched-L Matched Matched+1 Matched+2
|EcCL N2 Bcas lcs Mos @ns c7 @i cao @ c10 @@ 011 M N12 - Distance |

Highicharts.com

Griéfico 11 — Navegacdo no Gréfico 10 visualizando um par da interagcdo que difere do par da proteina alvo, o
que pode ser feito observando-se a sequéncia das barras
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A Tabela 12 apresenta a lista dos pares da proteina-alvo e da interacdo que sdo listados no
Griafico 10. Ela € exibida na mesma pagina em que o grifico é exibido, permitindo que o
usudrio possa navegar nos resultados e visualizar detalhes de cada um deles, como os residuos
que compdem a interacdo e o par da proteina alvo, o score calculado e a média dos arquivos

delta, além da diferenca do score calculada.

Na tabela também € possivel visualizar a estrutura do par com o jmol, em outra janela,
clicando-se em jmol view; também € possivel visualizar o arquivo PDB referente a proteina
daquele par, clicando-se em pdb view; ja o link superpose target permite visualizar a
sobreposi¢cdo do arquivo daquele par selecionado com o target (par da proteina alvo), para
tanto, a sobreposi¢do, usando o software Isgkab do pacote CCP4 ¢ executada e o arquivo
gerado apresentado usando-se o jmol para a visualiza¢do da estrutura tridimensional. O link
no cédigo PDB da proteina permite abrir o site do PDB em outra janela para se visualizar os
detalhes da proteina diretamente no site. O link sobre qualquer par da interacdo do banco
permite posicionar aquele par como o matched, ou seja, o principal da interacdo para aquele

par da proteina-alvo.

Tabela 12 - Busca do melhor par candidato a mutagdo

targat ipar CYSs 2 M TYR 15 264041 9.6159

matchead 2 Tpaé CYSs 22 M CYs a5 7.5876 25.100% 16.76410

raiched_1  1per cvs 187 A cvs 178 7.4500 284586 e e
\stched IpeF CYs 25 A CYs a5 R ._: :—

iatched+1  1pec CYs 165 B CYS 244 B.1317  2B733%  19.0880 ._: _ o
iched+2  1peg CYSs 165 B CYS 308 B.1557  28.8901 19.3441 - )

A Figura 44 apresenta a visualizacdo, em trés dimensdes usando o jmol, de trés pares, da

proteina-alvo (centro, target), da interacdo que se mostrou mais proxima ou que foi indicada
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pelo usudrio (matched, direita) e o par imediatamente anterior (previous, a esquerda). Esta
figura também se apresenta na mesma pagina do Grafico 10 e da Tabela 12 anteriores, e nela

pode-se selecionar outra interacao para ser visualizada para esta proteina.

Figura 44 - Visualizag@o dos trés pares mais proximos

526 Anaélisedabusca

Da mesma forma que foi feita uma busca para o polipeptideo 1PEN na fase de
desenvolvimento do banco de dados, a mesma busca foi realizada no desenvolvimento do
sistema, porém o tempo de busca foi muito menor pois consistiu de uma consulta SQL
simples ao invés de uma sobreposi¢ao de cada par candidato da proteina com todos os pares
do banco. A sobreposi¢do ocorreu, porém de todos os pares candidatos da proteina com o
arquivo de maior resolucdo usado para a sobreposicdo dos arquivos da interacdo. Assim, para
cada nova interagdo que for pesquisada, os pares candidatos deverdo ser gerados novamente,
pois dependem das distancias que caracterizam a interacdo, e deverao ser sobrepostos com o
arquivo escolhido como referéncia daquela interagdo. Este procedimento permitiu um ganho
de desempenho grande no sistema, pois a busca agora ocorre de forma bastante simples,

através de uma consulta SQL de poucos segundos.
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A visualizacdo grafica dos pares também permite uma melhor identificacdo dos possiveis
mutantes bem como a forma de comparacdo, baseada em uma equacdo (Equacdo 6) com
contribuicdes de cada valor constante no arquivo deltas, diferente de usar-se apenas um dos
parametros desse arquivo. Isto faz com que a avaliacdo do par candidato seja mais precisa
considerando as pequenas variagdes de deltas, pois caso o maior valor do arquivo de deltas

seja 0 mesmo para dois pares esta avaliacdo se torna mais complexa, para a busca anterior.

Com o objetivo de avaliar se as mutacdes propostas seriam interessantes e poderiam
contribuir para aumentar a estabilidade da proteina, foram feitas algumas andlises dessas
mutagdes a partir de ferramentas online. Contudo, estas ferramentas consideram apenas as
mutacdes individualmente, ou seja, a mutacdo de apenas um residuo e ndo de dois residuos
concomitantes, com € proposto aqui. De qualquer forma, esta avaliacdo serve como um

parametro para estimar a possibilidade de sucesso da mutacdo concomitante proposta.

A partir da andlise de estabilidade da mutacdo para cisteinas do par ASN12A-TYRI5A
encontrou-se que esta mutagdo pode aumentar a estabilidade do polipeptideo, conforme
resultado da ferramenta MUpro®’ (Cheng, Saigo, Baldi, 2006) apresentada na Figura 45.
MUpro é um conjunto de programas de aprendizado de méaquina para predizer os efeitos da

mutagdo de residuos de aminoacidos na estabilidade da proteina.

*7 Disponivel em: http://mupro.proteomics.ics.uci.edu
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Mutation Request:
Name: lpenASN12
Sequence:

GCCELPPCRARNNEDYC

Position: 12
Original Amino Acid: N
Substitute Amino Acid: C

Prediction Results:

detal delta G = (INCREASE stability)

1. Predicted both value and sign of energv change using SWM and sequence information onlv (Recommended)

Mutation Request:
Name: 1penTYR15
Sequence:

ZCCSLPPCARNNEDYC
Position: 15
Original Amino Acid Y
Substitute Amino Acid: C

Prediction Results:

detal delta G = (INCREASE stability)

1. Predicted both value and sign of energy change using SVM and sequence information only (Recommended)

Figura 45 — MUpro - resultados encontrados na avaliacdo da estabilidade da mutagdo N12C e Y15C, do

polipeptideo 1PEN

J4 a ferramenta AUTO-MUTE™® (Masso, Vaisman, 2010), para a mesma mutacao apresentou

resultado similar, ou seja, o ganho de estabilidade com a mutacdo proposta, conforme

relatério na Figura 46. AUTO-MUTE consiste de ferramentas web com o mesmo propdsito

que a ferramenta anterior, a predicdo de mudancas de estabilidade a partir de mutacdes

simples em proteinas de estrutura nativa conhecida.

PDE _ID Chain Mutation Stabilitv Confid Vol
1PEN A N12C Increased
1PEN A

sT Loc Num S8

053110013 S 4 C
Y15C Increased 092 92021 § 4 C

Figura 46 — AUTO-MUTE - resultados encontrados na avaliacio da estabilidade da mutacdo N12C e Y15C, do

polipeptideo 1PEN

* Disponivel em: http://proteins.gmu.edu/automute
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A avaliagdo das mutacdes simples, indicadas pelas ferramentas anteriores € um indicio de
possibilidade e sucesso da mutagdo simples. Porém no caso de dupla mutacio, o resultado
pode variar uma vez que envolve dois novos residuos que irdo interagir entre si € com o
restante no entorno. Isto pode ocasionar um sucesso para a mutagdo, com a adi¢do da nova
interagdo ou o fracasso com a interacdo de um dos residuos mutados com outro residuo
diferente impedindo ou dificultando a interagdo inicialmente proposta. Estes resultados foram

utilizados aqui apenas para uma avalia¢io rdpida da possibilidade da mutacao.

A ferramenta AUTO-MUTE também apresenta uma avaliagdo de mudanga na atividade da
proteina submetida através de seu formuldrio, a partir da mutagdo proposta. Os resultados,
apresentados na Figura 47 apontam que as mutacdes propostas ndo afetam a atividade do

polipeptideo.

PDE ID Chain Mutation Prediction Confid Vol sT Loc Num S8
1PEN A N12C unaffected 0359 110013 § 4 C
1PEN A YI15C unaffected 073 92021 8§ 4 C

Figura 47 — AUTO-MUTE - resultados encontrados na avaliacdo da mudanca de atividade para a mutagdo N12C
e Y15C, do polipeptideo 1PEN

Estes resultados, baseados nas ferramentas MUpro e AUTO-MUTE, demonstram que o

proposito do banco de dados de interacdes se confirma, pois a mutacdo avaliada, uma das

mutacdes propostas por este trabalho para o polipeptideo 1PEN, (substituicdo dos residuos

ASN12A e TYRI15A ambos por CYS) possibilitam que a proteina aumente sua estabilidade

conformacional sem afetar sua atividade, com a adi¢cao de uma nova ponte dissulfeto.

Outros pares propostos para o polipeptideo 1PEN ndo tiveram a mesma avaliagdo pelas
ferramentas, alguns pares tiveram os dois residuos avaliados como contribui¢do negativa para
a estabilidade e em outros pares apenas um dos dois. Como a avaliacdo das ferramentas é por
mutacdo simples e ndo por uma mutacdo dupla simultinea estes resultados podem ser
diferentes (para maior ou menor) de acordo com a muta¢do, uma vez que a mutacdo dupla

visa a insercao de uma nova intera¢ao no polipeptideo.
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0. Consideracdes Finais

Os viérios estudos sobre estabilidade de proteinas presentes na Literatura inspiraram o
desenvolvimento desse trabalho, uma base de dados de conformagdes de pares de residuos
que interagem em proteinas de estrutura tridimensional conhecida. Com o objetivo de propor
mutagdes em proteinas baseando-se em sua estrutura, a ferramenta apresentada neste trabalho,
que consiste de um banco de dados de conformagdes de pares de residuos, também apresenta
um sistema, que pode ser acessado via web, para a andlise de proteinas e verificacdo dos

possiveis pares que possam ser mutados.

Como o objetivo da mutagdo a ser proposta pela ferramenta é manter a conformacao da cadeia
principal do residuo mutado, alterando-se, portanto, apenas a cadeia lateral, isto pode resultar
em um mutante “in silico” com possibilidades estereoquimicas de existir “in vitro”. Esta
ferramenta entio pode ser usada para se inferir duas mutacdes concomitantes em uma proteina
alvo, objetivando-se introduzir uma nova interagao entre residuos e aumentar a estabilidade
conformacional e térmica da proteina mutante. Dessa forma, as mutagdes sdo propostas de
forma a manter o enovelamento (e fun¢do), basicamente, conservando a conformacgdo da
cadeia principal dos residuos mutados. Um ponto relevante a se destacar € com relacdo ao
conteido do banco de dados, as conformagdes dos residuos. Algumas ferramentas existem
para propor mutacdes ou para identificar interagdes, algumas delas citadas neste trabalho, mas
nenhuma encontrada utiliza a conformagdo da cadeia principal como parametro para a
proposicao de mutacdes. A base de dados aqui apresentada utiliza esta informacdo e

justamente isto permite que a manutengdo da estabilidade possa ocorrer.

As mutagdes propostas individualmente referem-se a alteracdo de dois residuos, porém, em
alguns casos, um dos residuos propostos ja existe na proteina naquele local, implicando numa
mutacdo de um unico residuo, afetando menos a cadeia de residuos da proteina nativa,

podendo ser uma melhor opg¢do, de acordo com o interesse do usudrio pesquisador.
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Neste trabalho foram apresentados os principais aspectos da construcdo do banco de dados
bem como da ferramenta web para acessi-lo e alguns resultados usando a interagdo ponte
dissulfeto. A busca e andlise dos resultados abordando as outras interacdes se ddo da mesma

forma, tanto para a busca quanto para a avaliacdo dos possiveis mutantes.

Com relagdo a estes aspectos, o detalhe da conformacao ja foi abordado anteriormente mas, €
interessante ressaltar a forma de pesquisa do banco, aqui proposta. Inicialmente, para a
valida¢do da conformacdo, uma busca baseada na sobreposicio um a um foi realizada e
demonstrou fornecer resultados interessantes, porém computacionalmente caros (em
estimativas de tempo de execucdo e necessidade de poder de processamento). Assim, a
proposta do uso do score se tornou mais vidvel computacionalmente além de mais precisa que
a avaliacdo da maior distancia obtida na sobreposicdo, uma vez que o score € baseado nas
contribuicdes das vérias distancias calculadas para cada d&tomo, gerando parametros mais ricos
de informagdo. O uso do score também permitiu, além da reducdo do ndmero de
sobreposi¢oes realizadas na busca, uma reducdo no nimero de arquivos gerados por estas
sobreposicdes, pois para cada sobreposicdo um arquivo no formato PDB é gerado para que
seja importado em ferramentas como o jmol, para visualiza¢do. O score gerado e apresentado
considera a contribui¢do de cada uma dessas 12 distancias na sobreposi¢do, tornando-se uma
assinatura ou representacdo daquela interacdo no banco permitindo inclusive ordenar as

sobreposic¢oes a partir desse valor, gerando o vetor a ser pesquisado por busca bindria.

Nesta busca, procura-se encontrar a menor diferenca entre o valor do score do par da
proteina-alvo e o valor do score do par da interacdo. Quanto menor a diferenca, mais préxima
€ a conformacdo do par da proteina com o par da interacdo do banco encontrada. A vantagem
do uso desse valor é que a busca a ser realizada no banco consiste em apenas uma consulta
SQL* simples no banco hospedado no MySQL, sem a necessidade da sobreposicdo do par da

proteina com todos os pares da intera¢do para encontrar uma proximidade entre eles.

Estes resultados demonstram que o propdsito do banco de dados de interacdes se confirma,
pois as mutacdes propostas, por exemplo substituicio dos residuos ASN12A e TYRISA
ambos por CYS, sugerem que a proteina aumente sua estabilidade, considerando o resultado

apresentado pelas ferramentas de andlise de mutacdo simples. Porém, ndao é escopo, do

¥ Structured Query Language — Linguagem de consulta utilizada em sistemas de gerenciamento de bancos de
dados
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trabalho aqui apresentado, realizar tal andlise, ficando a cargo do usudrio pesquisador. Da
mesma forma, ndo se garante que toda mutagcdo proposta alcance o aumento da estabilidade,
ficando a cargo do usudrio pesquisador avaliar qual mutagao melhor lhe convém de acordo

com suas necessidades e com a proteina envolvida.

0.1 Projetos futuros

A partir desse trabalho, novos projetos ou melhorias podem advir:

611 Diferenca dasdistancias

Usar a diferencga das distancias por atomo para refinar a busca do par da interagdo a partir do
par da proteina alvo. Considerando cada valor de delta obtido (12) no arquivo gerado para a
proteina alvo, refinar a busca do par da interacao avaliando cada um desses valores do arquivo
da proteina, comparados com os respectivos valores do arquivo da interacdo. O par da
interacdo que apresentar as menores diferencas para os 12 valores serd o mais proximo ou um

dos mais aproximados para a sobreposi¢ao.

612 10 referéncias

Cada interacdo é caracterizada por suas 16 distancias e pelo arquivo de referéncia (maior
resolucdo alta) usado na sobreposi¢do. Ao invés de ter somente esta referéncia, usar outras 9,
distribuidas linearmente a partir dessa primeira, de forma que sejam feitas 10 sobreposi¢des
ao invés de uma sO para cada par da proteina alvo. Esta estratégia possibilitard ter vérias
referéncias e a que serd usada serd a mais préxima do par usado na busca, favorecendo a
pesquisa de valores baixos de score, ou seja, com menores contribui¢des das diferencas das
posicdes atdmicas resultando em buscas mais eficientes do ponto de vista da precisdo, porém

com um gasto computacional um pouco maior.
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615 Avaliacdode estabilidade e atividade

Uma integracdo interessante que pode ser realizada € com ferramenta de avaliacdo de
estabilidade ou desenvolvimento de médulo para isto, avaliando o par a ser mutado mais a
estabilidade proporcionada pela mutacdo dos dois residuos concomitantemente. Isto
proporciona mais informagdes sobre o par sugerido para mutagdo, apesar de que a avaliagdo
da estabilidade realizada por estas ferramentas refere-se a mutagdes de um unico residuo de

aminoacido.

Integracdo com ferramenta de avaliagdo de atividade da proteina ou desenvolvimento de
modulo para isto, permitindo que a andlise do par a ser mutado, além da avaliacdo da
manuten¢do da estabilidade permita a avaliacdo da manuten¢do da atividade da proteina em

questao.

614 Validacdoembancada

Para confirmar a eficicia do método, ha a necessidade da validagdo das mutagdes propostas
através da expressao da proteina mutante em laboratério. Além disso, a realizacdo de testes de
atividade nas proteinas mutantes podem complementar a validacdo confirmando a

manutenc¢do da atividade proteica apds a mutacao.

615 AlteracSes na interface

Substituir a visualizacgdo de trés pares (previous, target, matched, como observados na Figura
44) pela sobreposi¢ao dos pares da interacdo (em uma cor) com os pares da proteina alvo (em
outra cor), porém, com a cadeia lateral desses, de forma a se perceber visualmente as
caracteristicas da sobreposi¢cdo. A exibi¢do dessa sobreposi¢cdo implica na geragdo dos novos
arquivos a serem sobrepostos (contendo a cadeia lateral) além do préprio processo de
sobreposicdo, gerando novo arquivo. Este processo deve ocorrer apenas apds a definicao de
um grupo de candidatos para que os arquivos sejam gerados apenas para estes. Assim, o custo

computacional pode ser reduzido.
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616 Support Vector Machine

Outro projeto interessante € a verificagao da possibilidade do uso de Support Vector Machine
para a predicdo com um conjunto de treinamento baseado no banco de dados criado
possibilitando a predicdo das interagdes com base neste conjunto. O uso do SVM podera
agilizar o processo de busca do par da interacdo ou do grupo candidato, havendo necessidade

de validagdo visual (sobreposicao) para a confirmacgdo do par escolhido.

617 Interacdesentre cadeias

Ignoradas inicialmente para a montagem da base de dados, as interacdes entre cadeias podem
e devem ser incorporadas no banco de interacdes. Sua remoc¢do dos parametros iniciais
permitiu a definicdo clara da busca e da geragdo dos arquivos. Sua adi¢do neste momento
envolve alteracdo de cédigo e interface para permitir ao usudrio filtrar este tipo de interagao
na busca a ser realizada no banco dando-lhe mais op¢des e liberdade de escolha. Dessa forma,
ao escolher uma interacdo o usudrio poderd definir se ela deve ocorrer entre cadeias, numa

mesma cadeia ou em ambos 0s casos.
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