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RESUMO

A predicdo de estrutura 3D de proteinas partindo apenas da sequéncia de aminoacidos ainda
€ um grande desafio em bioinformatica estrutural. Apesar da dificuldade, a predi¢do precisa
de ser acurada e rapida. Nesta dissertacdo, propGe-se e mesuram-se os efeitos da co-tradugdo
e o uso de um modelo ideal de canal ribossomal na predicdo da estrutura 3D de proteinas,
fazendo uso de dinamica molecular cldssica e dinamica molecular com intercambio de
réplicas. O modelo do canal ribosomal construido foi testado com diferentes velocidades de
traducdo, e os resultados foram comparados com simulacdes padrdo. Foram testadas
diferentes velocidades de traducdo para verificar sua influéncia nas predicdes, e as
velocidades que apresentaram os melhores resultados ficaram na faixa de 80 até 200 ps. A
gualidade dos modelos preditos foram boas, apresentando valores de GDT-TS de 1,0, assim
como 0,3 A para RMSD para simulacdes de apenas 50 ns. No geral, demostra-se que o uso
desta abordagem na predicdo da estrutura de proteinas, produz satisfatoriamente estruturas
nativas ou perto da nativa em trés de quatro proteinas testadas, atingindo assim a acuracia e
velocidade esperadas. Como conclusdo, o uso da co-traducdo com um modelo do canal
ribosomal é uma abordagem promissora para a predicdo de estruturas de mini proteinas perto
da estrutura nativa. Melhoras na metodologia e no modelo permitirdo uma predicdo de

estruturas 3D de proteinas maiores de interesse bioldgico e biomédico.

Palavras-chave: Modelo do canal ribosomal. Co-traducdo. Predicdo da Estrutura 3D de

Proteinas. Dinamica Molecular. Dindmica Molecular com Intercambio de Réplicas.



ABSTRACT

Protein structure prediction from just the amino acid sequence continues to be a major
challenge in structural bioinformatics. If at all possible, prediction needs to be accurate and
fast. In this project, it is proposed and tested the effects of cotranslation within an ideal
ribosomal channel model in protein structure prediction using classical molecular dynamics
and replica-exchange molecular dynamics simulations. An ideal ribosomal channel model was
built, different translation speeds were used and compared the results to control simulations.
Different translation speeds were tested to verify their influence on predictions, and the best
results were observed at translation speeds between 80 and 200 ps. The quality of the
predicted models were as low as 0.3 A and 1.0 for the RMSDs and GDT-TS parameters,
respectively, for simulations of just 50 ns. Overall, the use of this approach to protein
structure prediction has successfully produced native and near-native structures in three of
the four proteins investigated, thus reaching accuracy and speed as expected. As a conclusion,
using cotranslation within an IRCM is a promising approach to predict native-like 3D structures
of mini-proteins successfully. Improvements to the methodology should allow the prediction

of 3D structures of larger proteins of biological and biomedical interest.

Keywords: Ribosomal Channel Model, Cotranslation, Protein Structure Prediction, Molecular

Dynamics, Replica Exchange Molecular Dynamics.
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Introdugao

As proteinas sdo os componentes envolvidos nas mais diversas funcoes bioldgicas,
abrangendo desde catalisadores moleculares a componentes de nano-maquinas para o seu
funcionamento. As funcdes das proteinas residem na sua estrutura tridimensional (3D),
apresentando func¢bes como catalisadores enzimaticos, blocos estruturais e como
transportadores ou bombas de ions.

Existem diferentes metodologias experimentais para determinar a estrutura de
macromoléculas, entre elas a cristalografia por difracdo de raios X, ressonancia magnética
nuclear (RMN) e crio-microscopia eletronica (Cryo-EM). Ainda que os métodos
experimentais sejam os mais confidveis para a determinacdo de estruturas de proteinas,
estes podem apresentar algumas limitagGes, como por exemplo o tamanho de algumas
proteinas assim como sua flexibilidade. Além das limitacGes dessas técnicas, existem
problemas com os passos prévios, por exemplo a clonagem dos genes em estudo, a
purificacdo, a natureza das proprias moléculas. Além disso, esses métodos tém elevado
custo tanto em esfor¢o como em recursos econdmicos.

Compreendendo suas deficiéncias, a utilizagcdo de técnicas computacionais ou in silico
torna-se uma metodologia atraente para tratar esse problema. Diferentes métodos
computacionais sdo empregados para a predicdo de estruturas como modelagem
molecular por homologia, modelagem por threading e técnicas ab initio. Contudo, assim
como o0s métodos experimentais, as abordagens in silico também apresentam
desvantagens como a complexidade dos calculos.

Dentre as técnicas ab initio aplicadas a predicdo de estruturas de proteinas, podemos
destacar as metodologias de monte carlo (MC) e dindmica molecular (DM). A técnica de
MC utiliza um algoritmo estocastico e sua trajetodria final ndo é dependente de tempo,
enguanto que a DM utiliza um algoritmo deterministico dependente de tempo. De forma
simplificada, a DM realiza o calculo da forca que atua em cada atomo de uma proteina,
calculando sua posicdo no espaco 3D ao longo de um determinado tempo e gerando como
resultado uma trajetdria de movimento (Tramontano, 2006).

As pesquisas que utilizam DM como ferramenta de estudo, podem ser divididas em
guatro areas: i) método de amostragem do espaco conformacional, ii) descricdo do sistema

em equilibrio, iii) estudo do comportamento de uma proteina em solucdo (Karplus &
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McCammon, 2002), e iv) predicdo de estruturas de proteinas (Breda, Santos, Basso, &
Souza, 2007; Simmerling, Strockbine, & Roitberg, 2002).

Atualmente as simulagGes por DM aplicadas a predicdo de estrutura 3D de proteinas
utilizam toda a sequéncia de aminoacidos desde o inicio da simulacdo, isto &, simulam um
processo pos-traducional de enovelamento (J. J. Ellis, Huard, Deane, Srivastava, & Wood,
2010). Entretanto, nesta pesquisa, foi desenvolvida uma abordagem diferente para a
predicdo de estruturas de proteinas utilizando a DM. Para isso, foi construido um modelo
do canal ribossomal com o intuito de mimetizar a sintese proteica realizada pelo

ribossomo, seguindo a proposta de co-traducao.
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1. Referencial tedrico

1.1.

1.2.

Proteinas

As proteinas sdo as unidades funcionais para quase todos os processos bioldgicos,
podendo atuar como catalizadores utilizados nas reagGes quimicas dentro dos
organismos, abrangendo funcgGes estruturais, de transporte, regulacdo e sinalizacdo
(Lodish et al., 2005). A grande diversidade de funcdes realizadas pelas proteinas é produto
do numero de blocos fundamentais dos quais sdo compostas, os aminoacidos. Cada
proteina contém uma sequéncia Unica que lhe confere propriedades caracteristicas (Karp,
2011), embora isto ndo seja inteiramente certo, pois atualmente o mais aceito é que as
propriedades de uma proteina devem-se a sua estrutura tridimensional mais que a sua
sequéncia de aminoacidos, pois proteinas com diferentes sequéncias de aminoacidos
podem ter a mesma fung¢do dentro dos seres vivos (Wood, Srivastava, Patton, & Fisher,
2011). Assim, a determinacdo da estrutura 3D das proteinas ganhou mais interesse que a

determinacdo da sequéncia de aminodcidos para estudar sua funcdo bioldgica.

Estrutura e hierarquia de proteinas

A estrutura de proteinas pode ser classificada em 4 niveis (Figura 1), os quais
apresentam uma organizacdo hierdrquica: i) estrutura primaria = sequéncia linear dos
aminoacidos que formam a proteina; ii) estrutura secundaria = descreve a conformacao
de partes da cadeia de aminodacidos como, por exemplo, hélices-a, folha-f3 e dobras; iii)
estrutura terciaria = descreve a disposi¢cdo dos segmentos no espaco tridimensional; iv)
estrutura quaternaria = descreve como as estruturas terciarias organizam-se em solugdo

(Karp, 2011).
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Figura 1. Niveis de organizagdo das proteinas. As estruturas primarias contem a sequéncia de aminoacidos (acima), a
estrutura secundaria descreve a conformagdo de partes da cadeia (meio esquerda), a estrutura terciaria
refere-se as disposicGes da proteina no espago 3D (meio direita) e a estrutura quaternaria refere-se as
disposicdes das subunidades (embaixo).

Fonte: O autor.
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Estrutura primaria

Os atomos de nitrogénio (N) do grupo amino, carbono a (Ca) e o grupo
carbonila (C=0) formam a cadeia principal dos aminodcidos (N-Ca-C=0). Sendo que a
unido destas cadeias, de forma linear, caracteriza o primeiro nivel hierarquico de
proteinas. Esta unido ocorre por meio de ligacGes peptidicas, compreendendo o
grupamento carboxilico de um aminoacido e o grupamento amino de outro. Além
disso, € a partir das tor¢des envolvendo as ligacdes da cadeia principal que as proteinas
comegam a assumir seus diferentes tipos de enovelamento. A Figura 2 apresenta como

sdo representadas as torgoes.

O
NH 1
~c— oo R INH-
| (p | W

O

Figura 2. Angulos de tor¢do das proteinas. Apresentam-se os trés angulos de tor¢do presentes em proteinas, o angulo

Omega em roxo (w), em azul o angulo psi () e em laranja o angulo phi (o).

Fonte: O autor (2017).

1.2.2.

S3o definidos trés angulos possiveis na cadeia principal, que sdo: i) o angulo
phi ($), definido entre os atomos N e o Caq; ii) o dngulo psi (), entre os atomos Ca e C
do grupamento carbonila, e iii) o angulo 6mega (w), definido entre os atomos C do
grupamento carbonila e o N (Aluru, 2007). Apesar de existirem trés angulos, apenas ¢
e | apresentam liberdade de rotacdo e descrevem como a cadeia polipeptidica pode
enovelar. O angulo w fica sempre fixo a 180° devido a natureza da ligacdo peptidica,

embora se tem umas poucas excecoes onde fica fixo a 0° (Lodish et al., 2005).

Estrutura secundaria

A estrutura secundaria refere-se aos diversos arranjos espaciais resultantes dos
dobramentos de uma cadeia polipeptidica. Estes arranjos sdo gerados pela presenca
ou auséncia de ligacbes de hidrogénio. De acordo com o padrdo das ligagdes, o
segundo nivel hierarquico de proteinas pode ser dividido em trés tipos: hélice-a, folha-

[3 e dobras (Lodish et al., 2005).
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Hélice-a

Neste tipo de estrutura, o dtomo de oxigénio do grupo carbonila de cada
ligacdo peptidica forma uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de hidrogénio do
grupo amino. Esta interacdo ocorre a cada quatro residuos no sentido da
extremidade C terminal, permitindo que o esqueleto adquira uma forma de espiral
ou hélice. Além disso, as hélices podem apresentar comportamentos hidrofébicos ou
hidrofilicos dependendo da natureza fisico-quimica dos residuos de aminoacidos

(Lesk, 2001; Lodish et al., 2005).

Folha-f

A folha- é uma estrutura composta por duas ou mais fitas- associadas
lateralmente. Cada fita-f € um segmento polipeptidico curto de no minimo cinco
residuos quase totalmente estendido, no qual as ligacdes de hidrogénio formam-se
entre os dtomos da cadeia principal das fitas-3 adjacentes. Assim, as folhas-3 podem
ser paralelas, onde as fitas estdo na mesma dire¢cdo N- e C-terminal, ou antiparalelas,

onde as fitas encontram-se em dire¢Ges opostas (Lesk, 2001; Lodish et al., 2005).

Dobras

As voltas sdo formadas por 3 a 4 residuos e encontram-se na superficie de
uma proteina, formando dobras definidas que redirecionam o esqueleto. Essas
estruturas sdo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio entre os residuos finais,
permitindo o dobramento de proteinas em estruturas altamente compactadas

(Lodish et al., 2005).

Estrutura terciaria

Se consideramos a estrutura primaria como a representacdo de uma proteina
numa sé dimensao como, por exemplo, uma linha e a estrutura secundaria como o
objeto em duas dimensGes como um quadrado, a estrutura tercidria seria uma figura
no espac¢o 3D, neste caso um cubo ou uma esfera. Diferentemente do que ocorre na
estrutura secundaria, onde a estabilidade é dada por ligacdes de hidrogénio, na
estrutura terciaria a estabilidade da molécula é obtida por diferentes tipos de

interacGes. Dentre estas podemos destacar as interacGes hidrofdbicas entre grupos
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apolares, ligacGes de hidrogénio entre grupos polares, pontes salinas entre residuos
acidos e basicos e pontes bissulfeto. Esses tipos de interacdes mantém as estruturas
terciarias em formas regulares e compactas. Como as interagées que estabilizam a
estrutura tercidria sdo fracas, essa estrutura ndo é rigida, conseguindo apresentar
diferentes estados conformacionais (Lodish et al., 2005).

A estrutura terciaria nos é de especial interesse, pois define a funcdo bioldgica
de uma proteina monomeérica, além de ser o objetivo ao qual se deseja chegar com a

predicdo de estruturas 3D partindo de uma sequéncia de aminoacidos.

2.2.4. Estrutura quaternaria

A estrutura quaternaria descreve o numero e posi¢Ges relativas das
subunidades de proteinas. As proteinas multiméricas podem ser constituidas pela
repeticdo da mesma subunidade (homoméricas) ou por subunidades diferentes

(heteroméricas) (Lodish et al., 2005).

1.3. Sintese e enovelamento de proteinas

A sintese de proteinas € um processo pelo qual uma cadeia de acido
desoxirribonucleico (DNA) é traduzida numa proteina. Nesse processo, a sequéncia de
DNA é primeiro transformada numa cadeia de acido ribonucleico mensageiro (RNAm).
Esta cadeia é transportada até o ribossomo, onde a cada 3 nucleotideos do RNAmM podem
ser traduzidos em 20 diferentes aminoacidos. Dentro do ribossomo, os aminoacidos sdo
ligados uns com outros por meio de ligacGes peptidicas numa ordem sequencial, um
residuo por vez (Alberts et al., 1986).

O enovelamento de proteinas ndo é um processo simples, visto que o niumero de
configuracGes que uma proteina pode apresentar é proporcional ao numero de residuos
da mesma. Com isso, é possivel chegar a um numero astronomico de configuragdes
possiveis, dando origem ao paradoxo de Levinthal. Segundo o paradoxo, se uma proteina
tivesse que atingir sua conformacdo nativa por meio de uma busca exaustiva aleatéria,
precisaria um tempo maior que a idade do universo (Kolb, 2001). Desta forma, se tem

proposto que as proteinas ndo necessitam fazer uma busca exaustiva do espacgo
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conformacional para atingir sua conformacdo nativa, e sim haveria uma rota alternativa
de enovelamento (Englander & Mayne, 2014).

Do ponto de vista termodinamico, as proteinas no estado nativo apresentam uma
maior estabilidade, sendo sua energia livre, a minima global de todas as estruturas
cineticamente acessiveis (Plotkin & Onuchic, 2002). Entretanto, algumas exce¢Ges podem
ocorrer como no caso da Protease a-litica, onde o estado nativo da proteina ndo
corresponde ao estado com menor energia livre (Sohl, Jaswal, & Agard, 1998).

A concepcao inicial era de que as proteinas atingiam sua conformacdo nativa
através de estados intermedidrios (Figura 3A). No entanto, entende-se que uma cadeia
polipeptidica pode apresentar muitos caminhos de enovelamento com diversas
conformacgbes (Englander & Mayne, 2014; Plotkin & Onuchic, 2002). Assim, podemos
descrever a area energética de uma proteina como um funil no qual tem no fundo a
estrutura nativa (Figura 3B), apresentando barreiras energéticas e dando origem a

minimos locais (Cabrita, Dobson, & Christodoulou, 2010; Englander & Mayne, 2014).

A B Collapse

Entropy

search

- Transition state

Folding
intermediates
1.0
Native

Figura 3. Modelos do enovelamento de proteinas. A) Visdo antiga do caminho de enovelamento onde se tem
diferentes estados intermediarios e B) Visdo moderna de diversas rotas de enovelamento numa area com
forma de funil.

Fonte: Englander & Mayne 2014.

Dependendo do tempo de enovelamento das proteinas, é possivel distinguir dois
tipos, o pds-traducional e co-traducional (Figura 4), os quais serdo descritos nos proximos

subtopicos.
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|

Pds-tradugao

Figura 4. Co-tradugdo e Pds-tradugdo de proteinas. Sequéncia de passos da sintese de uma proteina no ribossomo, o
extremo N-terminal comega o enovelamento enquanto a proteina é sintetizada até atingir o estado nativo
(co-tradugdo). Uma proteina completamente sintetizada atinge sua estrutura nativa diretamente num passo
(pos-tradugao).

Fonte: Evans et al., 2008.

1.3.1. Pds-traducdo

O modelo pés-traducional de proteinas foi o primeiro a ser aceito devido aos
trabalhos de renaturacdo de proteinas. Dentre estes trabalhos, podemos destacar a
pesquisa de Anfisen, na qual conseguiu obter uma proteina no seu estado nativo apds
ter realizado a desnaturacdo por meio de métodos quimicos (Anfinsen, 1973). De
acordo com o experimento de Anfisen, a cadeia polipeptidica precisa estar
completamente sintetizada antes do inicio do processo de enovelamento. Este
principio € o mesmo utilizado pelos métodos de predicdo de estruturas in silico de
proteinas. Entretanto, atualmente é possivel encontrar algumas poucas excec¢des que
comecam com uma metodologia de co-traducdo (Elcock, 2006; J. J. Ellis et al., 2010;

Huard, Deane, & Wood, 2006; Morrissey, Ahmed, & Shakhnovich, 2004).

1.3.2. Co-traducao
A co-traducdo de proteinas baseia-se numa visdo mais temporal da sintese de
proteinas, onde uma cadeia polipeptidica é sintetizada um residuo por vez (Deane,
Dong, Huard, Lance, & Wood, 2007; Fedorov & Baldwin, 1997; Huard et al., 2006; Kolb,

2001; O’Brien, Ciryam, Vendruscolo, & Dobson, 2014). Toda proteina comecga sua
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sintese partindo de seu extremo N-terminal até acabar no extremo C-terminal. Esta
direcdo no processo de enovelamento, faz com que a regidao N-terminal das proteinas
tenha mais tempo para realizar seu enovelamento que a regidgo C-terminal (Clarke IV
& Clark, 2008; J. J. Ellis et al., 2010; J. P. Ellis, Bakke, Kirchdoerfer, Jungbauer, &
Cavagnero, 2008; Komar, 2009; Wood et al., 2011; G. Zhang, Hubalewska, & Ignatova,
2009). Esta caracteristica, muitas vezes, permite que a regido N-terminal atinja sua
estrutura nativa estando ainda unida ao ribossomo (Elcock, 2006; Tsai et al., 2008; Wen
et al., 2008), e desta forma possa desempenhar seu papel bioldgico parcial ou total
(Nicola, Chen, & Helenius, 1999).

Nos ultimos anos se tem estudado com maior profundidade o efeito da co-
traducdo no enovelamento de proteinas. Sendo os tdpicos mais relevantes a
velocidade de sintese, a direcdo e o efeito do ribossomo.

A velocidade de sintese pode ser estudada tanto experimentalmente quanto
computacionalmente. Os estudos experimentais baseiam-se principalmente na
mutacdo sindnima de cédons (Komar, 2009; Tsai et al., 2008). Ciryam et al. realizaram
uma analise do proteoma de Escherichia coli com a finalidade de encontrar proteinas
gue apresentam o enovelamento do tipo co-traducional. Nos resultados, foi observado
que praticamente um ter¢o do proteoma de E. coli enovela-se co-traducionalmente
(Ciryam et al., 2013). Em outro estudo realizado por Wang et al., foi analisada a
velocidade de sintese. Neste trabalho, foram testadas duas velocidades, e os
resultados indicaram que uma maior velocidade favorece a co-tradugdo (Wang, Wang,
Chen, & Xiao, 2015).

Ellis et al., estudaram o efeito da direcdo de sintese no enovelamento, ou seja,
neste trabalho a leitura da proteina foi realizada de N- para C-terminal e também de
C- para N-terminal. Os resultados mostraram que quase a totalidade das proteinas
testadas seguem uma direcdo determinada para atingir sua estrutura nativa, que foi a
direcdo de N- para C-terminal (J. J. Ellis et al., 2010). J4 nos estudos de Deane et al.,
foram apresentados dados computacionais de que a co-traducdo € mais
preponderante em proteinas da classe a/B (Deane et al., 2007).

O principal foco dos estudos sobre o efeito do ribossomo na co-traducdo é a
utilizacdo desta proteina como uma barreira fisica, principalmente o canal ribosomal.

Em estudos realizados por Elcock, o ribossomo foi simulado a nivel atdmico para
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analisar o comportamento da sintese de trés proteinas. Os resultados indicaram que,
nas proteinas testadas, o confinamento destas no canal ribossomal ndo apresenta um
efeito significativo no enovelamento, entretanto, foram observados indicios de que a
formacdo de estruturas secundarias das proteinas é sensivel dependendo da
localizagdo no canal ribosomal (Elcock, 2006).

Em relacdo ao(s) caminho(s) de enovelamento de proteinas, se tem indicios de
gue o canal ribosomal possa servir como um ambiente que propicie a formacdo dos
contatos nativos. Desta forma, as proteinas podem seguir um ou dois caminhos de

enovelamento (Bui & Hoang, 2016; Chen, Wang, Liu, & Xiao, 2013).

1.4. Ribossomo

A de sintese de proteinas é efetuada pelo ribossomo, o qual € um complexo
multienzimatico composto por proteinas e acido ribonucleico ribossomal (RNAr). Os
ribossomos eucariodticos e procaridticos sdo muito similares na sua estrutura e funcao,
cada um deles é composto por uma subunidade maior e uma subunidade menor. Cada
subunidade é composta por RNAr e proteinas, porém nos ribossomos eucarioticos, o
numero de proteinas associadas as subunidades é maior (Alberts et al., 1986; Ban, Nissen,
Hansen, Moore, & Steitz, 2000).

O ribossomo ndo é simplesmente uma “fabrica” de proteinas, mas também o
primeiro ambiente que as proteinas em sintese entram em contato, assim como,
interagem (Kramer, Boehringer, Ban, & Bukau, 2009). A partir dessa concepgdo, o
interesse em estudar as interacbes entre o ribossomo e as cadeias polipeptidicas em
formacgdo ganhou importancia entre os cientistas (Cabrita et al., 2010; J. P. Ellis et al.,
2008; Kramer et al., 2009; G. Zhang & Ignatova, 2011). Dentro do ribossomo, é de especial
relevancia o estudo do canal ribossomal na andlise do enovelamento de proteinas, visto
que é onde encontram-se as proteinas em formagdo e onde acontecem as primeiras

formacGes de estruturas secundarias.

1.4.1. Canal ribossomal
O canal ribossomal é uma cavidade que faz parte de um sistema de canais
interconectados acessiveis ao solvente. Este sistema é uma rede que permeabiliza o

ribossomo e que conecta-se com o exterior por meio de diferentes partes do
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complexo, mas a Unica conexao capaz de acomodar uma cadeia polipeptidica é o canal
ribossomal (Voss, Gerstein, Steitz, & Moore, 2006).

Inicialmente acreditava-se que o ribossomo era simplesmente um conduto pelo
qual as proteinas eram sintetizadas, mas atualmente se tem conhecimento que para
muitas proteinas o canal ribossomal tem um papel mais ativo (J. P. Ellis et al., 2008;
Kosolapov & Deutsch, 2009; Kramer et al., 2009; Lu & Deutsch, 2008; Lu, Hua, Kobertz,
& Deutsch, 2011; Tu & Deutsch, 2010; Wilson & Beckmann, 2011; G. Zhang & Ignatova,
2011;Y. Zhang, Wolfle, & Rospert, 2013; Ziv, Haran, & Thirumalai, 2005). Esta cavidade
apresenta uma forma irregular, mas pode ser descrita como um ttnel de 80 a 100 A de
comprimento e de 10 a 20 A de largura, totalizando um volume de aproximadamente
25.000 A® (Figura 5) (Voss et al., 2006). As paredes s3o muito ricas em RNAr, e de
acordo os trabalhos de Lu e colaboradores e Voss e colaboradores, pode-se constatar
que o canal apresenta uma natureza eletronegativa no interior e quase nula préoximo

a saida (Lu, Kobertz, & Deutsch, 2007; Voss et al., 2006).

EXIT

20 A

Figura 5. Representagdes do canal ribossomal. Canal ribossomal com proteinas associadas (esquerda) e com uma
hélice alfa (direita).
Fonte: Voss et al., 2006.

Assim, tendo em vista que as proteinas sao sintetizadas um residuo por vez e
gue o seu primeiro ambiente é o ribossomo, é possivel formular a ideia de que o
ribossomo e a co-tradugdo servem como uma rota para as proteinas atingirem seu

estado nativo e funcional.
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1.5. Determinagdo e predicao de estrutura 3D de proteinas

Existem diferentes procedimentos e metodologias para a determinacdo da

estrutura 3D de proteinas, os quais podem-se dividir em métodos experimentais e

computacionais (ou in silico). Dentre os métodos experimentais, podemos destacar as

abordagens de difracdo de raios X, a RMN e Cryo-EM. Entre as metodologias

computacionais podemos citar a DM e MC, as quais sao metodologias deterministicas e

estocasticas, respetivamente (Tramontano, 2006).

1.5.1.

1.5.2.

Métodos experimentais

Como o nome indica, os métodos experimentais baseiam-se na determinacao
de estruturas experimentalmente, isto &, realizam-se medi¢Oes reais de preparacgées
proteicas para a determinacdo de sua estrutura. Esses métodos sdo os mais confiaveis
em termos de determinacdo de estrutura, mas apresentam algumas limitagdes, como
por exemplo:
e A determinagdo de uma Unica proteina tem um elevado custo econémico.
e E necessario de muito tempo para sua realizac3o.
e Existe dificuldade em purificar algumas proteinas.
e Precisa-se de laboratérios especializados para o procedimento.
e No caso da difracdo de raios X, o resultado é uma Unica estrutura, ndo é possivel

observar o cardter dindmico das proteinas.

Para superar essas limitacdes, métodos que permitem a predicdo de estrutura

3D sdo desenvolvidos, isto é, obter estruturas 3D sem necessidade de realizar

procedimentos experimentais.

Métodos computacionais

As metodologias computacionais ou in silico utilizam os célculos
computacionais para a predicdo de estruturas 3D de proteinas. Os métodos
computacionais dividem-se em dois tipos, aqueles que baseiam na homologia de
sequéncias com estrutura tridimensional conhecida, e os que partem somente de uma

cadeia de aminoacidos (denominados métodos ab initio). Dessas duas metodologias



23

de predicdo de estruturas 3D, a modelagem ab initio é a mais custosa
computacionalmente de realizar.
As metodologias ab initio baseiam-se na determinacdo das posicGes dos atomos
do sistema e dos angulos de torcao phi e psi, sendo as abordagens mais comunso MCe a
DM. A DM pode ser utilizada em combinacdo com diferentes metodologias, com o intuito
de propiciar uma melhor amostragem do espaco conformacional. Por exemplo, a DM com
intercambio de réplicas (REMD), faz uso da DM para simular varios sistemas e utiliza o
critério de MC para aceitar ou rejeitar as trocas de estruturas, esta metodologia serd

melhor explicada num préximo subtdpico.

1.5.2.1. Dinamica molecular (DM)

A dindmica molecular (DM) é a ciéncia que permite simular os movimentos de um
sistema. Esta abordagem tem como elementos essenciais o conhecimento do potencial
de interagGes do sistema (os campos de forca que podem ser usados), e as equacgdes de
movimento que governam a dinamica das particulas. Para o comportamento de
biomoléculas, as equacdes de movimento newtonianas classicas sdo adequadas (Karplus
& Petsko, 1990). Na DM as equagdes de movimento classicas para todos os atomos de
um sistema sdo resolvidas simultaneamente num periodo de tempo adequado, desta
forma é possivel extrair informacdes detalhadas sobre o sistema por meio da anélise das
trajetorias (McCammon, Gelin, & Karplus, 1977).

A DM de biomoléculas baseia-se também em outros parametros como, por
exemplo, os campos de forca, angulos de torgdo, tipo de solvente, nivel de detalhamento
do modelo, temperatura do sistema, tempo de integracao, raio de corte, entre outros. O
processo de DM classica pode ser resumido de uma forma simples de acordo com os
seguintes passos:

e Definicdo das posic¢des iniciais de todos os atomos do sistema.

e Sorteio aleatério das velocidades iniciais para cada atomo do sistema dependendo da
distribuicdo de Boltzmann de acordo com a temperatura determinada.

e Determinacdo das novas posicoes de cada atomo do sistema usando equagGes
newtonianas e um intervalo na ordem de femtosegundos (fs).

e Determinacdo do tempo de simula¢cdo de acordo com o passo de integracao.
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e Repetem-se os trés ultimos passos quantas vezes forem necessarias até acabar a
simulacdo. E muito importante ressaltar que depois do primeiro passo, as velocidades
ndo sdo novamente sorteadas, estas sdo calculadas a partir do passo anterior.

e Uma vez finalizada a simulagdo, tem-se como resultado uma trajetéria de todo o
sistema em estudo.

Dois atributos das simula¢cdes de DM tém desempenhado um papel essencial no
seu rapido desenvolvimento e amplo uso. Primeiro, as simulacdes fornecem movimentos
individuais de particulas em funcdo do tempo, assim podem ser testados mais facilmente
gue os métodos experimentais, permitindo que perguntas especificas sobre as
propriedades de um sistema sejam respondidas. Segundo, embora os potenciais usados
sejam aproximacoes, o usuario tem a liberdade de altera-los, removendo ou modificando

contribuicGes especificas para a simulacdo do sistema de estudo (Karplus & Petsko, 1990).

1.5.2.2. Dinamica molecular com intercambio de réplicas (REMD)

O algoritmo REMD envolve varias copias de um sistema, sendo cada um deles um
processo separado. Dependendo do tipo de REMD, sdo utilizados diferentes parametros
para as réplicas. A metodologia REMD mais comum utiliza diferentes temperaturas de
simulacdo por sistema. No caso desta dissertacao, sera explicada somente a REMD com
uso de temperaturas.

As copias ou réplicas sdo idénticas na totalidade, variando somente a temperatura
entre elas. Inicialmente as réplicas sdo simuladas independentemente entre elas até
atingir sua temperatura objetivo mediante acoplamento de temperatura. Depois de um
determinado tempo de simulacdo, cada uma das réplicas tenta intercambiar
temperaturas com uma das réplicas adjacentes usando o critério de MC. Se a
probabilidade ¢ satisfeita, as réplicas intercambiam temperaturas. Depois do
intercambio, as réplicas atingem sua nova temperatura quando ocorre o intercdmbio de
temperaturas, ou mantem temperatura constante no casso contrdrio. Esse ciclo de
simulacdo e tentativa de intercdmbio acontece tantas vezes for necessario para a
simulacdo atingir seu objetivo (Garcia & Sanbonmatsu, 2001; Sanbonmatsu & Garcia,
2002; Sugita & Okamoto, 1999).

Desta forma uma simulacdo pode superar as barreiras energéticas dos minimos

locais, conseguindo assim uma melhor exploracdo do espaco conformacional (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo grafica da metodologia REMD. Observam-se quatro replicas a temperaturas diferentes,
depois de um determinado tempo de simulagdo com DM realiza-se uma tentativa de intercambio de
temperaturas entre réplicas adjacentes (setas amarelas). A metodologia REMD permite as configuragGes
da molécula sair dos minimos locais com o intercimbio de temperaturas (grafico de energia versus
coordenadas).

Fonte: O autor (2017).

1.5.3. Avaliacdo de estruturas

A determinacdo de similaridade de duas estruturas ndo é uma tarefa simples e
existem diferentes abordagens. O desvio quadratico meio (RMSD) é a medida mais
utilizada para calcular a similaridade entre duas coordenadas atébmicas superpostas.
Os valores de RMSD s3o apresentados em Angstrons (A) e quanto menor o valor, maior
similaridade. A principal desvantagem do RMSD é que esta métrica € muito sensivel a
valores atipicos.

Uma medida de similaridade que ndo é muito sensivel a valores atipicos é o
teste de distancia global (GDT-TS). Com o GDT-TS, muitas superposi¢cdes para duas
estruturas sdao calculadas, enquanto que o RMSD que utiliza apenas a superposi¢ao
6tima para seu calculo. O GDT-TS utiliza para o seu calculo o maior conjunto de Ca de
residuos num modelo que esta dentro de um raio de corte da sua posi¢do na estrutura
experimental. O GDT-TS realiza o calculo com diferentes raios de corte incrementais.
O resultado final do célculo é um valor entre 0,0 e 1,0, sendo que 1,0 representa a
maior similaridade (Kufareva & Abagyan, 2012; Zemla, Venclovas, Moult, & Fidelis,

1999).
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2. Objetivos e Justificativa

2.1.

2.2.

2.3.

Objetivo geral
Desenvolver uma nova abordagem de predicdo da estrutura 3D de proteinas utilizando a
Dindmica Molecular, a co-tradugcdo e um modelo do canal ribossomal, visando obter

estruturas mais satisfatérias que os métodos computacionais atuais.

Objetivos especificos

Desenvolver um modelo simples do canal ribossomal capaz de apresentar algumas
carateristicas do canal ribossomal.

Testar o modelo do canal ribossomal desenvolvido.

Determinar se a velocidade de sintese tem efeito no resultado de predicdo.

Comparar a eficiéncia da metodologia desenvolvida com a metodologia tradicional.

Justificativa

SimulagGes de dinamica molecular de proteinas a nivel atdmico tem um elevado
custo computacional na predicdo da estrutura nativa partindo apenas da sequéncia de
aminodcidos. Geralmente estas simulagGes levam muito tempo para sua finalizagado, e
depois de ter finalizado, os pesquisadores encontram-se com outro problema, o nimero
de estruturas a ser analisadas. Uma simulacdo de dinamica molecular simples pode ter
como resultado desde Miles até milhGes de estruturas.

Diferentes melhoras nas metodologias de predicdo de estrutura de proteinas tem
sido desenvolvidas nos ultimos anos, como o uso de constrices nos angulos de torg¢do
(Balaraman, Park, Jain, & Vaidehi, 2011), guiar as simulacdes usando inferéncia bayesiana
sobre informacgdes heuristicas (Perez, MacCallum, & Dill, 2015), usar modelos coarse
grained para acelerar as simulacdes (Ding, Buldyrev, & Dokholyan, 2005), usar simulated
annelaing para obter uma melhor busca no espaco conformacional (Hao, Xu, Yang, &
Yang, 2015). Embora estas metodologias obtiveram melhorias na qualidade de estruturas
obtidas, as estruturas resultantes sdao ainda muito numerosas e o custo computacional é
elevado. Além disso, todas as metodologias de predicdo de estrutura tem uma
abordagem pods-traducional do enovelamento de proteinas, salvo algumas excecodes (J. J.

Ellis et al., 2010).
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Visto que a co-traducdo tem influéncia no enovelamento de proteinas, uma
metodologia utilizando esta abordagem pode oferecer vantagens na predicdo de
estrutura de proteinas. Portanto, nesta pesquisa se propde desenvolver uma abordagem
diferente para a predicdo de estrutura de proteinas usando a co-traducdo e um modelo
do canal ribossomal, com o intuito de obter estruturas nativas e uma reduc¢do no nimero

de estruturas a serem analisadas.
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3. Conclusoes

As conclus®es obtidas deste trabalho foram:

e O modelo do canal ribossomal desenvolvido nesta pesquisa conseguiu mimetizar algumas
das carateristicas do canal ribossomal real. A geometria do modelo assemelha-se as
dimensdes ideais do canal ribossomal, 100 A de comprimento e 20 A de didmetro. O
potencial elétrico negativo do canal foi levemente mimetizado usando o ion ClI" para a
construcdao do modelo.

e 0O modelo do canal ribossomal desenvolvido foi testado pela capacidade de promover a
formacdo de hélice a numa cadeia de polialanina, apresentando o melhor resultado no
modelo feito de ions CI".

e Os resultados de diferentes velocidades de sintese apresentaram diferencas quanto a
similaridade das estruturas resultantes, estabilidade da simulacdo e o numero de
clusteres gerados. A maioria dos testes apresentaram os melhores resultados no intervalo
de 80 a 200 ps de velocidade de sintese.

e Os resultados da DM com o uso do modelo do canal ribossomal melhoraram a predicao
da proteina Trp-cage quando comparado com o procedimento controle. Entretanto, para
a temperatura de 450 K praticamente ndo existe diferenca entre o uso ou ndo do modelo
do canal ribossomal. Para o modulo GA, o uso do modelo do canal ribossomal teve uma
leve melhora nos resultados, mas mesmo assim os resultados ndo foram significativos.

e Nas simulagdes por REMD do Trp-cage observou-se uma melhoria de todos os
tratamentos quando comparados com as simula¢gdes por DM padrdo. Embora os
resultados do Trp-cage sejam aceitaveis, é preciso realizar réplicas das simulacdes para
determinar se existe uma diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, visto
gue os resultados ndo foram tdo diferentes quando comparados com a DM padrdo. Assim
como com o modulo GA, as estruturas aceitaveis da regidgo N-terminal da ubiquitina
apresentaram baixa quantidade.

e Neste trabalho foi desenvolvida uma abordagem diferente para a predicdo de estrutura
de proteinas, utilizando a co-traducdo e um modelo do canal ribossomal no inicio do

processo de predicdo. Os resultados indicam que, embora possam ser observadas leves
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melhorias em relacdo a quantidade de estruturas secundarias e uma diminui¢cdo dos

clusteres gerados, é preciso realizar melhorias no modelo do canal ribossomal.
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4. Consideragoes finais

O presente trabalho apresentou resultados positivos em relacdo a utilizagdo do
modelo do canal ribossomal para a predicdo de estruturas de proteinas. Entretanto, sdo
necessarias melhorias na descricao do modelo do canal ribossomal para sua utilizagdo com
diferentes tipos de proteinas, além disso, também é necessario realizar mais simulagdes de
diferentes proteinas e repeticdes.

Na predicdo de estrutura de proteinas é desejavel que a amostragem do espaco
conformacional de uma proteina seja o mais amplo possivel, incrementando assim a
probabilidade de encontrar a estrutura nativa. O uso do modelo do canal ribossomal (uma
restricdo espacial) nos primeiros passos da predicdo de estruturas tem como resultado uma
diminuicdo do numero de clusters gerados, o que significa numa redu¢do da amostragem
do espaco conformacional. As duas ideais sdo contrarias, mas podem ser usadas em
conjunto como: (i) inicialmente diminuir o espaco de conformacfes possiveis mediante
uma restricdo espacial (o uso do modelo do canal ribossomal), para depois sim (ii) realizar
uma ampla busca do subespaco conformacional obtido. Podemos utilizar uma analogia
bastante simples como, por exemplo, realizar a busca por uma pessoa num pais, se
escolhermos os cidaddos de forma aleatdria em todo o pais pode aumentar a probabilidade
de encontrar a pessoa, entretanto o esforco também é maior. No entanto, se inicialmente
se reduz a busca a uma cidade somente e depois se faz a escolha de cidaddos, as
probabilidades aumentam quando comparado com a primeira tentativa. E preciso ter
muito cuidado na hora de usar uma restricdao no inicio do processo de predicdo, porque
nem sempre a reducdo do espaco conformacional pode ser positiva. Por esta razdo, a
necessidade de um modelo do canal ribossomal que assemelhe o ambiente inicial das
proteinas em sintese resultaria numa aproximacgao atrativa, mas os resultados do presente
trabalho indicam que ainda é necessario melhorar o modelo do canal ribossomal

apresentado.
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