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Resumo

Nos ultimos anos, um dos grandes desafios da @iétai Computacdo perante a
Bioinformatica é o desenvolvimento de algoritmos, quais, em um tempo habil,
consigam gerar as estruturas terciarias de prateimpartir da sequéncia linear de seus
aminoacidos. Embora existam alguns métodos quagaongyerar estruturas quando se
possui outra proteina com um alto grau de siméaléd quando ndo se possui 0 mesmo,
0os métodos até entdo desenvolvidos ndo consigdipmareasta predicdo de forma néo
onerosa computacionalmente. Este trabalho apresantgoritmo recursivo capaz de
predizer a topologia de polipeptideos, utilizangereas os angulos da cadeia principal
de proteinas com estruturas tridimensionais (3Dgojhecidas. O mesmo se mostra
eficaz quando aplicado a mini-proteina Trp-Cagedifgd PDB 1L2Y) que possui
apenas 20 aminoacidos, tendo uma estrutura préeiRMSD igual 3,7 A; no entanto,
para uma proteina de 34 aminoacidos — Mini-Protdtiséabilizada por Pontes
Dissulfeto (cédigo PDB 1ZDD) — o mesmo se mostefiarente, gerando a melhor
proteina com o RMSD igual a 7,2 A, devido ao fagondo ter sido percorrido todo o
espaco conformacional esperado para a mesma. @&des e as suas consequéncias
sao discutidos no trabalho.

Palavras-chave: Bioinformatica, Proteina, Predig&o Estrutura 3D de Proteinas,
Algoritmo Recursivo.



Abstract

In these last years one of the greatest challermfjethe Computer Science in
Bioinformatics is to develop algorithms, which, anskillful time generate the tertiary
protein structures from the linear sequence ofaitino acids. Although there are
methods to predict structures for target sequensben a similar protein of
known structure (template) is available, this ig troe when similarity can not be
detected by sequence comparison alone. In ther lattee, the methods are very
computationally demanding. This work presents aingee algorithm able to predict
the topology of polypeptides of unknown structuseng only the polypeptide main-
chain torsion angles obtained from PDB templatelse Rlgorithm revealed itself
efficient when applied to the mini protein Trp-C4&®B ID: 1L2Y) composed of 20
amino acids, predicting its structure with a RMSD 37 A with respect to the
experimental structure. However, for a protein3df amino acids — the Disulfide-
Stabilized Mini Protein (PDB ID: 1ZDD) — the algthnin was not so efficient,
generating the best polypeptide model with a RMSD7,@ A with respect to the
experimental structure. Due to the large increasiné possible conformations for the
latter (20 to 34 amino acids), its conformationpac was not spanned as was the
conformational space of 1L2Y. These results andr tbensequences are discussed
in the work.

Keywords: Bioinformatics, Protein, Predicting Pinte3D Structure, Recursive
Algorithm.
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Capitulo 1. Introducéo

Devido a enorme quantidade de sequéncias génrcahizidas anualmente,
criou-se a necessidade de bancos de dados gu@a$sein 0 acesso a essas sequéncias
pela comunidade cientifica. Com esse intuito, \sapaises elaboraram bancos de dados
gue disponibilizam, gratuitamente, sequénciasrebém, ferramentas que auxiliam em
suas analises [1].

Na segunda metade da década de 90, com o surgirdestsequienciadores
automaticos de DNA, houve uma explosédo na quardidadsequéncias — ver Figura 1 —
gue ao serem armazenadas, exigem recursos congmaiaccada vez mais eficientes.
Além do armazenamento ocorria, paralelamente, ess@tade de andlise destes dados,
0 que tornava indispenséavel a utilizacao de platais computacionais eficientes para a
interpretacdo dos resultados obtidos. Desta neleeksinasceu a Bioinformatica, uma
nova ciéncia que une diversas linhas de conhecimenengenharia dsoftware a
matematica, a estatistica, a ciéncia da computedniologia molecular [2].

O banco de dados mais conhecido envolvendo se@i$éde nucleotideos e
aminoacidos é o GenBank [1], construido e admadsirpeloNational Center for
Biotechnology Informatio(NCBI) dos Estados Unidos.
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Figura 1: Evolugcdo do numero de seqliéncias de pratmas no GenBank. O seu
aumento acentuado se deu a partir da segunda metadia década de 90, periodo
conhecido como “exploséo de dados biologicos”. Fent
ftp://ftp.nchbi.nih.gov/genbank/gbrel.txt, Gltima atualizacdo novembro de 2006.
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Ao contrario do GenBank [1], Brotein Data BanKPDB) [4] é responsavel por
coletar, armazenar e distribuir estruturas tridisi@mais de proteinas e os conjuntos de
dados subjacentes, que informam como as estrutuwskesculares foram obtidas [3]. O
PDB foi estabelecido nddrookhaven National Laboratorieem 1971, como um
repositério para estruturas de macromoléculas ¢icd§ determinadas por varios
métodos experimentais, principalmente cristalogrgfior difracdo de raios X e
ressonancia magnética nuclear (NMR) [4]. Apesgrrdaeira estrutura protéica ter sido
determinada décadas antes da primeira sequénciaNde o banco de dados de
estrutura protéica cresce mais lentamente do dpa@co de dados de sequéncias [3].

Utilizando estruturas néo redundantes depositanl&DB e as comparando com
as seqguUéncias completas de genomas, estima-sigtemeapenas 30% de “moldes”
para as proteinas destes genomas [5]. A discrepd@miie o numero de estruturas
resolvidas e o numero de novos motivos estrututte@ositados no PDB pode ser
visualizada, comparando-se a Figura 3 (motivosiestis) e a Figura 2 (estruturas).

Tendo em vista esta problematica, surge uma nomaoltegia de estudo e
caracterizagdo de estruturas protéicas que seg aipinferir (com pequena margem
de erro) a conformacéao tridimensional (3D) natieautna proteina, tendo como base
apenas sua sequéncia de aminocidos, pois esiaiéaainformacéo disponivel; e que
possa, ainda, permitir a descoberta de novas fodaasnovelamento ou dobramento
(motivos estruturais). A técnica que permite edtardgagem é a metodologia de
predicdoab initio, que utiliza a sequéncia linear de aminoacidos cpomto de partida
para a construcdo do modelo 3D de uma proteina.
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Figura 2: Numero de estruturas protéicas depositadano banco de dados PDB. A
grande discrepancia entre o nimero de estruturas @esitadas e o nimero de motivos
(Figura 3) ocorre uma vez que 0S motivos se repetemas estruturas resolvidas.
Adaptado de http://www.rcsb.org/pdb/statistics/conentGrowthChart.do?content=
total&seqid=100, dltima atualizacdo 16 de dezembrde 2006.
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Figura 3: Numero de motivos estruturais ndo redundates (folds) classificados pelo
SCOP. Adaptado de http://www.rcsb.org/pdb/contentGowthChart.do?content=fold-
scop, Ultima atualizagdo 11 de dezembro de 2006.

Neste trabalho, também, sera utilizado o termo ifpptideo” ao fazer
referéncia a uma proteina. Este trabalho é coftktitde uma proposta inovadora na
predicdo de estruturas 3D de polipeptideos, ongeedicdo € realizada utilizando
apenas angulos de estruturas ja conhecidas, odgué nbservado em outros métodos
observados na literatura. Esta metodologia se tesiz& por ser baseada em
conhecimentoknowledge-based

O Capitulo 1 apresenta uma revisao sobre os paiscigonceitos da area de
Biologia Molecular que serdo necessarios para apomensao do tema apos
apresentado. Neste sentido, no Capitulo 2 sdo eapees 0s conceitos sobre o0s
aminoacidos, as proteinas e sua organizacao esatrbtararquica. Posteriormente, sdo
abordadas as metodologias existentes para a pved&destruturas terciarias, como
pode ser visto no Capitulo 3. No Capitulo 4 € amesla a metodologia desenvolvida
neste trabalho, como novo método para predicdosttateras protéicas. O mesmo
também apresenta uma pequena simulacdo que seneewna primeira validacao da
metodologia proposta. Os resultados deste trals@b@presentados no Capitulo 5, que
mostra imagens ilustrativas, graficos explicativgspor fim, uma comparacdo do
trabalho desenvolvido com metodologias existeliam, no Capitulo 6 é apresentada
uma conclusdo que aborda uma critica ao trabalkengelvido, assim como algumas
das problematicas do presente trabalho e de pasdesdobramentos futuros.
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Capitulo 2. Estado da Arte

Este Capitulo aborda como tema as proteinas. Umgue as proteinas e suas
estruturas fisico-quimicas estdo compreendidas, ri@is facil o entendimento dos
métodos computacionais para a predicao de suasueat 3D.

As proteinas sdo compostos organicos que se qazaote por possuirem
diversas funcdes nos mais diversos organismos. afliédsvtipos de proteinas com
funcdes diferentes, podendo as mesmas ser de drémspefesa, armazenamento,
regulacdo, entre outras [7].

2.1 Proteinas

As proteinas sdo compostas por estruturas meneresmnihadas aminoacidos.
A maioria das proteinas sdo formadas por mais @eab@inoacidos, sendo algumas
delas constituidas por mais de 4000 aminoacidos [8]

Os aminoacidos se caracterizam por compartilhanera estrutura basica, que
consiste em um atomo de carbono central (C, quebédm, pode ser chamado de
carbono alfa), um grupo amina (M)H um grupo carboxila (COOH); toda esta estrutura
ndo muda e constitui a cadeia principal das praseiA estrutura, ainda, possui uma
cadeia lateral (radical R) que é variavel. Estauagta pode ser vista na Figura 4.

Cadeia
Lateral R

Grupo
Carboxila
H—N—{9—C=0=H

|
Er“.pﬂ i - Carbono
i Central

Figura 4: Estrutura de um aminoacido. Adaptado de
Lehninger et al. [7].
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As cadeias polipeptidicas possuem um sentido, w@rague seus componentes
tém extremidades diferentes. Por convencao, a @onidica € considerada o inicio da
cadeia; portanto, uma seqiéncia de aminoacidosriéaes partir da sua por¢do amino
terminal (N-terminal) para a por¢cao carboxi terrh{@terminal) [8].

Na composicdo das proteinas, pode-se observarséémsin de 20 tipos de
aminoacidos, embora nem todos estejam presentésdas as proteinas e, dependendo
da cadeia lateral (radical R), os aminoacidos aptas caracteristicas peculiares. As
cadeias laterais oferecem a versatilidade fisidotmpa requerida para gerar 0S
diferentes padrdes de enovelamefddé ou topologias) [9].

No final da década de 30, Linus Pauling e RobentegZaniciaram estudos
cristalograficos por difracdo de raios X da estatde aminoacidos e peptideos cuja
meta era a obtencao das distancias e angulos padiaSdigacdes entre os atomos de
um aminoacido, e a utilizacdo desta informacéoraedipéo de conformagdes protéicas
[10,11] . O mais importante de seus achados feiajunidade de ligacdo peptidica €
rigida e plana. A ligacdo entre o carbono da cald@x o nitrogénio da amina néo é
livre para rodar porque essa ligacao tem um capa®ial de ligacdo dupla e 0 mesmo
é representado pelo angulo de torsdo 6mepge( (Figura 5).

A ligacéo entre o carbono alfa e o carbono carlwaxé entre o carbono alfa e o
nitrogénio peptidico sdo ambas simples e, portagmdgsuem consideravel grau de
liberdade de rotacdo em torno da ligacdo peptidgida (angulos diedrosp) e psi ()
da cadeia principal — Figura 5).

Figura 5: Definicdo dos angulos de rotacdo da confmagdo de uma
cadeia polipeptidica. Adaptado de Lesk [9].

A cadeia principal de uma proteina tipicamente wiosentenas de ligacdes
individuais. Porém, cada proteina tem uma funcéioniga ou estrutural especifica,
sugerindo que cada uma tenha uma Unica estruturaesBvel nativa [7]. As
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conformacdes nativas das proteinas sdo obtidaséatrde forcas termodinémicas
agindo sobre a cadeia principal [12].

Se fosse possivel calcular com suficiente exatéddenergias e as entropias de
diferentes conformacdes, seria plausivel prediséuteiras de proteinas a partir das
sequéncias de aminoacido apenas com base nogp#iisico-quimicos [3].

2.2 Organizacao Estrutural das Proteinas

A natureza hierarquica da arquitetura de protgiode ser descrita em niveis de
estruturas, classificando em estrutura primari@ugsa secundaria, estrutura terciaria e
estrutura quaternaria [7].

2.2.1 Estrutura Primaria

A estrutura primaria de uma proteina (Figura Gnpesmente a sua seqiiéncia
linear de aminoécidos.

Figura 6: Estrutura primaria de uma proteina. Adaptado de
Anfinsen [13].

Este € o nivel estrutural mais simples e mais itaptg. Definidos pela
informacé&o genética da célula a estrutura prindgiama proteina pode variar em trés
aspectos: o0 numero de aminoacidos, a sequénciater@za dos aminoacidos [7].

2.2.2 Estrutura Secundaria

O termo estrutura secundaria se refere a confoonlacal de alguma parte de
um polipeptideo. Ainda refere-se aos padrées cordarenovelamento regular de sua
cadeia principal dos polipeptideos. Alguns tipos elruturas secundarias sao
particularmente estaveis e de alta freqléncia emteimas. As mais proeminentes
conformacdes sdo as hélice® as folha$. Além destas, ha, também, uma estrutura
irregular chamada volta, como podem ser vistasigiard 7 (imagem gerada a partir do
softwareSwiss-PdbViewer [14]).
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AR

b) \f/h ¢) (J

Figura 7: Representacdo do tiporibbons das estruturas secundarias
regulares presentes em proteinas: (a) héliee (b) folhap, e (c) volta que é
uma estrutura secundaria néo regular.

a)

A estrutura hélice. se caracteriza por ser uma estrutura helicoidalida pelas
interacdes entre o grupo carboxila (C=0) com o gramina (N-H), formando pontes
de hidrogénio. Em uma hélieeo grupo carboxila do primeiro aminoacido se liga a
grupo amina do quinto amino&cido para formar aeaiet hidrogénio. Todos os C=0
apontam para uma direcdo e os N-H para a diregd&tapa hélice, formando pontes de
hidrogénio paralelas ao eixo da hélice [9].

Na conformacéo de folh@ a cadeia principal do polipeptideo é estendida em
contraposi¢do a estrutura helicoidal das hélice8s cadeias do polipeptideo, com a
conformacéo de folhf, devem ser organizadas lado a lado. Neste arrpojues de
hidrogénio séo formadas entre segmentos adjaceatesdeia [9].

Um terceiro tipo de estrutura, mas irregular, denaam volta, surge dos
residuos de aminoacidos que estdo em regifes opdiépeptideo muda a sua direcao.
Estes sdo os elementos que unem sucessivas esrsigundarias regulares.

Além destas, ainda hd um tipo de estrutura queasEcteriza por ndo possuir
uma forma bem definida. A mesma é chamadeoidle néo se classifica como estrutura
secundaria, mas aparece como parte de estruturesiss.

2.2.3 Estrutura Terciaria

O arranjo 3D global de todos os atomos em uma ipetechamado de estrutura
terciaria da proteina, como pode ser observaddquad-8 (imagem gerada a partir do
software Swiss-PdbViewer [14]). A estrutura terciaria deser&como as estruturas
secundérias se arranjam no espaco tridimensional foamar a estrutura nativa da
proteina. Esta estrutura resulta de interacOesmfi® quimicas que se estabelecem entre
as cadeias laterais dos aminoécidos e, dessas) owio que as cerca. Essas interagdes
estabilizam, termodinamicamente, a estrutura dendoapropriada, condi¢cdes estas
necessarias para a efetiva atividade biologicgpdasinas [9].
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Figura 8: Representacdo do tiporibbons da subunidade A da
hemoglobina humana adulta (codigo PDB 2H35) sem aupo heme.
Estrutura colorida pela sucesséo da estrutura secddria, onde a parte
N-Terminal estd em azul e a C-Terminal em vermelho.

2.2.4 Estrutura Quaternaria

Muitas proteinas sado compostas de duas ou maisiasagelipeptidicas,
normalmente referidas como subunidades. A estrujuedernaria se compreende a
estrutura obtida por meio de associacdes de pastgdnorganizadas em nivel terciario,
como se pode ver na Figura 9 (imagem gerada a plarsoftware Swiss-PdbViewer
[14]).

Figura 9: Representacdo do tiporibbons de uma estrutura
quartenaria da proteina hemoglobina humana adulta ¢6digo PDB
2H35), sem o grupo heme. Estrutura colorida difereciando cada
subunidade.
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Capitulo 3. Metodologias para
Predicao Computacional da
Estrutura Terciaria de Proteinas

O processo de enovelamento de uma proteina ainda problema que néo
possui solucdo. Os primeiros experimentos foraodepor Anfinsen na década de
1960, mostrando que o enovelamento da maioria deteipas globulares € um
fenbmeno puramente fisico, dependendo somente @i#€rsga de aminoacidos da
proteina e do solvente [13].

Se sequéncias de aminoacidos contém informacOesestds para especificar
estruturas 3D de proteinas, deveria ser possigehdelver um algoritmo para predizer
a estrutura de uma proteina a partir da sequérciandnoacido. Por conseguinte, o
problema fundamenta priori € a predicdo da estrutura 3D de proteina a paatir
sequéncia de aminoacidos.

Assevera-se desejavel a predicdo da estrutura ga&rte da sua sequéncia de
aminoacidos, tendo em vista que, experimentalménpessivel a determinagédo de sua
sequéncia de aminoacidos. Contudo, a determinagérimental da estrutura 3D de
uma proteina se caracteriza por possuir custo sne¥pas vezes, a mesma se mostra
inviavel [16].

Também seria interessante poder predizer com pre@sfuncdo protéica a
partir da sequéncia de aminoacidos, e, eventuaimennstruir novas proteinas. No
entanto, sem uma compreensao de como as sequéeteasiinam a estrutura, estas
outras metas ndo podem ser alcancadas.

Anfinsen [13] postulou que € possivel definir unmpa de forca baseado nas
interacdes fisico-quimicas entre atomos, incluindsolvente, e usar um método de
procura de enovelamento, tal como a Dinamica MddeddDM) ou Monte Carlo, para
determinar a estrutura mais estavel da proteinaue@ determinada temperatura e
solvente [17].

Ha duas béasicas metodologias computacionais queelaroda estrutura de
proteinas. A primeira metodologia estd baseada iemlazdo de forcas fisicas e
dindmicas moleculares. A segunda € baseada em cagbpa.

Metodologias comparativas exploram parametros docdade dados de
estruturas ja existentes, para avaliar e predigesséruturas a partir da sequéncia de
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aminoacidos. A predicdo da estrutura da proteifeagejiéncia de aminoacidos, desde
seu inicio, permanece sendo um problema ndo sokaoopela Bioinformatica [16].

Nas secdes seguintes serdo abordadas as metodologigputacionais de
predicdo, como a modelagem comparativa por homaloagieconhecimento de motivos
via threding e a predicda@b initio. Além destas trés metodologias, € apresentada uma
secao que trata do CASP [18]r{tical Assessment of Techniques for Protein S$tmac
Prediction), um encontro onde as ferramentas de predicdo et@mpentre si, aos fins
de determinar qual € a melhor ferramenta com aonekipacidade de predizer sobre as
proteinas e, conseqiientemente, o encontro acabappesentar o avango na area de
predicdes.

3.1 Modelagem Comparativa por Homologia

Duas proteinas se dizem homodlogas, quando conf@amtilum antepassado
comum. E frequente se afirmar que existe homolagiando se observa mais do que
30% de identidade entre as seqUéncias. Esta ragrda que limitada, revela-se
extremamente util, quando a Unica informacéao dis@bre a estrutura primaria, pois é
improvavel que duas proteinas, com as sequénciasnildoacidos muito parecidas,
tenham evoluido independentemente [19].

Denomina-se alinhamento de proteinas o arranjo edgiémncias em que 0s
residuos alinhados correspondem ao mesmo residoo amiepassado comum.
Enquanto um alinhamento possa utilizar apenas deg§iéncias, um alinhamento
multiplo € mais confiavel do ponto de vista biotmie pode conter muito mais do que
informacdo evolutiva. O alinhamento multiplo podwalar a localizagdo de centros
funcionais de proteinas homadlogas, identificadasym ou mais grupos de residuos
consecutivos muito conservados [19].

A modelagem comparativa por homologia tem como @Esom uso de uma
sequéncia de aminoacidos a fim de gerar um moldeictuito de predizer a estrutura
da proteina desejada. Para a obtencdo do moldegmpacada a sequéncia de
aminoacidos com as estruturas experimentais deetenndinado banco de dados [19].

Nesta técnica, primeiramente a seqiéncia de umzipaoé alinhada (uma
sequéncia “alvo”) contra a sequéncia de outra piratde estrutura conhecida — molde
outemplate No alinhamento, é feita uma comparagédo que paodeterminar o grau de
similaridade (identidade) entre duas ou mais sedé@g&nou a similaridade entre
fragmentos destas sequéncias [2].

3.2 Reconhecimento de Motivos via Threading

Threading € a metodologia que consiste na entrada de umiaérseq de
aminoacidos, sem estruturas caracterizadas, e t& par mesma é rapidamente
computado um modelo baseado em um banco de topslegistentes, por exemplo,

SCOP [20]. Logo apds, o modelo é avaliado pararméétar se o aminoacido
desconhecido se ajusta a uma estrutura de refarénci
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Esta metodologia é freqlientemente usada com irdeitdescobrir homologias
remotas que ndo podem ser descobertas por alintmrdensequéncias padrdao. Se
fragmentos da sequUéncia se ajustam bem aos en@dtmn um alinhamento
geralmente pode ser deduzido, mesmo que nao lajenacdo suficiente para construir
um modelo completo [3].

3.3 Ab Initio

A predicdo da estrutura terciaria de proteinasnpeip da metodologiab initio
tenta predizer a conformacao nativa de uma prosgieaas a partir da sua seqiéncia de
aminoacidos. Esta predicdo se mostra um teste rugaal da compreensdo do
enovelamento da proteina e um desafio pratico itapte, tendo em vista que esta
sendo produzido um grande numero de seqUénciasrateinas sem que suas
informacgdes 3D sejam conhecidas [2].

A metodologia de predic¢dab initio requer trés elementos: uma representacao da
geometria da proteina, uma funcdo potencial e oaida de busca do espaco da
superficie da energia livre [17].

A representacdo da geometria se d4 por meio dolcdla energia potencial
apropriada para o modelo, a fim de procurar o @spaca 0 enovelamento do mesmao.
A funcado potencial, podendo ser fisica ou esteis&é o que ao final determina se o
método é ou ndo capaz de predizer a estruturaandBvuma proteina [17]. Ja as
técnicas de buscas conformacionais se caractepparse dividirem em trés principais
técnicas, sendo Algoritmos Genéticos, Monte CafMe[17-19]. Nesta metodologia,
sao calculadas as energias envolvidas no processmalelamento para encontrar a
estrutura com a energia livre mais baixa. Estaxamacdo € baseada na hipotese
termodindmica, a qual indica que a estrutura nalyaima proteina corresponde ao
minimo global da superficie de energia livre [2(,Hsta metodologia pode ter éxito
em identificar enovelamentos de proteina, até mepmado ndo podem ser preditos 0s
detalhes da estrutura [17].

3.4 CASP: Critical Assessment of Techniques for
Protein Structure Prediction

Esta secao néo trata de outra metodologia para;fcede estruturas, mas, sim,
discorre sobre um evento que ocorre a cada dos ar®chamado de CASP [6]. O
mesmo redne varios grupos de pesquisa que desenveohétodos para predi¢cdes de
estruturas e, nesta ocasiao, competem com o imteitvaliar seus métodos.

Durante os ultimos anos, o CASP vem monitorandstade da arte em relacéo
a modelagem de estrutura de proteina a partir dessgiéncia de aminoacidos. Por
meio das sete edicbes do CASP, p6de-se ver umgssmgsignificativo nas predi¢cdes
[18], sendo a ultima edicao ocorrida em Asilom&r3P de novembro de 2006.

O CASP possui trés areas de competicdo: modelagetmopnologiathreading
e predicaab initio. Ademais, vinha mostrando que as predi¢cOes detestrbaseadas
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em homologia tinham grande destaque na produc&wodelos razoaveis nos casos em
gue se possuia uma estrutura significativamentedtoma disponivel [3].

Nestes ultimos anos, a metodologia de predaddnitio apresentou-se bem
classificada no CASP, tanto que a mesma se mastna metodologia provavelmente
mais promissora [18].
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Capitulo 4. Metodologia
Proposta

O referencial tedrico, apresentado até entdo, aderema base comum de
conceitos que sao direta e indiretamente utilizagssa proposta.

O Capitulo 2 definiu alguns conceitos de BioinfoticeEstrutural, apresentou a
estrutura das proteinas, suas conformacdes e odo&rmgue as formam. Também foi
explicado como as proteinas podem ser classificddagcordo com sua organizacao
hierarquica estrutural. Ja o Capitulo 3 apresentométodos que séo utilizados para,
por meio de computadores, tentar descobrir a estrigrciaria de uma proteina, tendo
como base apenas a sequéncia de aminoacidosyesfrtitnaria).

A proposta deste trabalho é, a partir da sequéhasaaminodcidos de uma
proteina ou polipeptideo, predizer sua estrutu@aiga. Para a predicdo, utilizam-se,
basicamente, os angulpsy e o de proteinas que possuem suas estruturas tesgearia
conhecidas do PDB [4,25].

A seguir é apresentada a descricdo de como fondels&do este trabalho para a
predicdo computacional de estruturas terciarigsotipeptideos.

4.1 Problema

Um dos grandes desafios da Bioinformatica € a nhtecdo e validacdo de
Novos genes e suas proteinas correspondentegapa senversdo dos dados obtidos a
partir dos sequenciamentos em informacao util. s cdomponentes cruciais deste
desafio reside no estudo das estruturas tercidaisproteinas, sejam elas determinadas
experimentalmente ou computacionalmente [26].

A estrutura primaria de proteinas se caracterizaspo de facil obtengcédo por
meio de métodos experimentais. Ja a estruturaterde caracteriza ndo sé por ser um
processo demorado, mas por utilizar equipamentibsreamente caros.

De acordo com variobenchmarks as metodologias de reconhecimento por
homologia ndo selecionam o enovelamento correto bage de dados para
aproximadamente 50% dos casos em que nao exisi@rglade significativa da
sequéncia. Neste caso, o reconhecimento tem, tajeblémitacido de que nenhum novo
enovelamentoféld) pode ser proposto, ja que todas as predicdeshaswadas em
estruturas previamente conhecidas [27].
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A predicdo da estrutura de proteinas, utilizandeetodologiaab initio, possui a
caracteristica de permitir que sejam gerados nfnlds Porém, mostra-se muito lenta,
pois € necesséario um grande numero de célculosapalbéencdo de uma resposta. Isto
ocorre, porque o método consiste em calcular tadanergias envolvidas no processo
do enovelamento e, entdo, encontrar a estrutursacemergia livre mais baixa [22].

A partir destas questdes, foi possivel pensar e pnoposta de solucdo para o
problema da predicdo computacional da estrutu@atéa de polipeptideos, que néo
apenas pudesse gerar nofalds como também fosse mais rapida do que calculastod
as energias envolvidas no enovelamento.

Esta proposta se caracteriza pela utilizacdo deneatos de estruturas protéicas
ja conhecidas, angulos de tor¢do da cadeia prindgsa polipeptideos e avaliagdo do
modelo do polipeptideo gerado.

4.2 Proposta de Solucéao

Este trabalho se constitui em uma proposta pardigii@ de estruturas de
polipeptideos, baseada em conhecimerkaswledge-basgdcom o uso do banco de
dados PDB [4,25] de estruturas 3D, onde, com odesfragmentos de estruturas ja
conhecidas, calculam-se angulgsy e ® para gerar os modelos de polipeptideos.

O método toma como principio analisar todos osipessfragmentos de cinco
aminoacidos consecutivos (pentapeptideo) de unpguldeo, a fim de descobrir
possiveis proteinas com fragmentos iguais ou semigd no PDB, ver Figura 10.
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Figura 10: Representacdo de um polipeptideo separacem
fragmentos de cinco aminoacidos consecutivos
(pentapeptideos).

Para cada pentapeptideo é feita uma busca no lEncdados estrutural 3D
(PDB) com o intuito de descobrir se existem oupBsgeinas que possuem 0 mesmo
fragmento. Mostra-se de grande importancia queogeima utilizada na simulagéo seja
retirada do banco de dados, pois, no referentaltrabo que se pretende provar € que, a
partir de estruturas ndo homologas, seja posséval @ estrutura 3D de polipeptideos.

Como resposta as buscas de cada pentapeptideetsémdas proteinas que
contenham fragmentos iguais ou que possuam ungi@tode identidade. Deste modo,
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espera-se que as mesmas possuam caracteristimasqfisnicas semelhantes a
estrutura experimental.

Com os fragmentos identificados sdo analisadosnuacacidos centrais (3°
aminoéacido) de cada pentapeptideo, como podeserna Figura 11.

J
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Figura 11: Representacdo de um polipeptideo separadem
pentapeptideos. As setas indicam os aminoacidos trais de cada
pentapeptideo e seus respectivos angulos de rotagiay e também
o0 angulo da ligagdo peptidica.

Com os pentapeptideos definidos e os aminoacidusace identificados, entdo
sdo obtidos os angulag y e ® dos aminoacidos centrais, como pode ser visto na
Figura 11.

Para cada pentapeptideo analisado, como ja diévi@mbente, espera-se varias
proteinas com fragmentos similares. Ademais, caokeipa possuira ao menos um dos
pentapeptideos que retornara de angulog e o. Portanto, um mesmo fragmento de
cinco aminoacidos pode ser encontrado em mais depuoteina e, em cada uma delas,
possivel de assumir valores diferentes.

Esta abordagem da utilizacdo de angulps e o se justifica, pois, conforme
Hovmoller et al. [28], cada aminoacido possui angulos preferenci@s angulos
preferenciais — de cada um dos 20 aminoacidos am@&sentados por meio de graficos
de Ramachandran, conforme as estruturas que estifaositadas no banco de dados
do PDB em 03 de janeiro de 2002.

A abordagem atual possui como principio ndo apémas em consideracao
cada aminodcido isolado, mas, sim, grupos de @nuaoacidos, tendo como base que
0 aminoacido central carrega consigo possiveisiénttias de aminoacidos vizinhos
com base nos principios fisico-quimicos.

ApoOs esta analise, sdo gerados modelos de potipegticom os angulas v e
o do aminoacido central de cada fragmento. As esasit geradas sdo, entao,
analisadas, a fim de encontrar quais foram os methoodelos gerados.

A presente solug@o possui a caracteristica de tifimauos dois aminoacidos
iniciais, nem os finais, pois a solucado apresensmdearacteriza por analisar apenas o
aminoacido central (3° aminoacido) de cada pentajmp Este problema foi
solucionado, utilizando os angulos dos dois priose@minoacidos do pentapeptideo
referente ao primeiro fragmento (utilizado na cogdio do molde) e os dois Ultimos
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aminoacidos do pentapeptideo utilizado como ulirmgmento (utilizado na contrucéo
do molde).

4.3 Simulagao Manual

Esta etapa tem como principal objetivo provar gom o0 método proposto é
possivel predizer uma estrutura terciaria com nadoadice de precisdo. Logo, entéo,
foi feita uma primeira busca manualmente, na qoalfilizada a mini-proteina Trp-
Cage (codigo PDB 1L2Y, [30]) que, por sua vez, ci@rgza-se por ser uma estrutura de
apenas 20 aminoacidos o que ajuda para uma priraidacao.

Para a realizacdo da simulacdo manual, definiramsepassos a serem
realizados, uma vez que a ordem dos processos, aiaid havia sido estabelecida. Esta
primeira simulacao utilizou como suporte a basdatis de estruturas 3D do PDB [25]
e a busca na base de dados foi efetuada coftwareBLAST [29].

Com o intuito de obter uma melhor idéia sobre apat a serem realizadas na
simulacdo e a ordem em que as mesmas devem octoredesenvolvido um
fluxograma que apresenta a sequéncia de cada ategma realizada para obter a
predicdo da estrutura 3D de um polipeptideo. Oofjuama, ora analisado, pode ser
visto na Figura 12.

Apés definidos todos o0s passos a serem executaalosimmulacdo, pode-se
observar que o primeiro a ser realizado € a fratggén da seqtiéncia de aminoacidos.
A fragmentacdo proposta neste trabalho é simpless, gendo a sequéncia de
aminoacidos, cada fragmento se caracteriza parmsezonjunto de cinco aminoacidos
consecutivos (pentapeptideos), como explicadoianteznte na Figura 10.

Com os pentapeptideos definidos € realizada umeabnus base de dados do
PDB, utilizando osoftwareBLASTP [29]. Tendo em vista que este tipo de busta
retorna nenhum tipo de resultado com apenas cimomoacidos (numero de
aminoacidos presente em cada pentapeptideo), elegois de cada pentapeptideo se
colocou XXXXX, resultando em uma busca com 15 amdigos, ou seja, um ndmero
minimo de aminoacidos para que a busca pudessstaer

A escolha de utilizar cinco X foi adotada; logo, bhasca, o X representa
qualquer um dos 20 aminoéacidos, o BLASTP, mesmdasé&ito com 15 aminoacidos
apenas 0s cinco centrais serdo realmente procurddfEsnais, com o intuito de
melhorar e, também, aumentar o resultado da boswdificaram-se outros campos. Ao
invés do uso da matriz de substituicio BLOSUMG62lizat-se a BLOSUMS50.
Também foram removidos os filtros e, aindaExpect Valugfuncdo de escore) teve
alteracéo de 10 para 1000. Todas estas mudangas fealizadas com o objetivo de
fazer com que a busca retornasse o maior nimepootieinas referente ao fragmento
procurado.
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Inicio

Fragmentar a seqliéncia de aminoacidos

>l

v

Selecionar fragmento para busca

'

Identificar e selecionar proteinas que
possuam fragmentos similares no PDB

'

Calcular os dngulos 6mega, phi e psi do
amino4cido central dos fragmentos das
proteinas descobertas

Gerar modelos estruturais a partir dos
angulos obtidos

'

Avaliar qualidade dos melhores modelos

FIM

Figura 12: Fluxograma das etapas a serem realizadgsara a
predicdo da estrutura 3D do polipeptideo, com basgo método
proposto.

Com as proteinas que possuem pentapeptideos sinirtraiu-se os angulos
¢, v e » dos pentapeptideos, como pode ser observado naHif). Com os angulqs
v e de todas as proteinas encontradas, foi constouiyo modelo.

A geracédo do primeiro modelo se deu utilizandorggibbs da primeira proteina
encontrada em cada busca do BLASTP aplicada awradios pentapeptideos. Caso a
primeira proteina encontrada na busca fosse a age-Gcodigo PDB 1L2Y, [30]),
entdo, utilizava-se a segunda proteina.

Determinadas todas as proteinas, foram utilizadaseasp, v e ® (obtidos pelo
Swiss PDBViewer) referentes ao aminoacido cent@ing explicitado anteriormente e
ilustrado na Figura 11) para, entdo, junto ao @mogr Swiss PDBViewer, gerar o
primeiro modelo.

ApoOs a geracao do modelo, pode-se observar queusues permaneceu similar,
a obtida experimentalmente (Trp-Cage), pois a mesenaaracterizou por continuar
possuindo apenas uma hélice e tor¢bes idéncas.reBmBo muito exatas — para um
primeiro experimento — resultaram em uma estrutocen um enovelamento
semelhante, conforme a Figura 13.
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Figura 13: Representacdo do tiporibbons da estrutura 3D
(topologia) da mini-proteina Trp-Cage. Superposicdo da
estrutura experimental (cédigo PBD 1L2Y, [30]), envermelho,
e da estrutura predita (em azul) com a proposta amsentada
neste trabalho.

Seguindo o fluxograma da Figura 12 para a avaljafgAautilizada a métrica
RMSD (Root Mean Square Deviatioou desvio médio quadratico) entre a proteina
experimental e a predita, o qual retornou um RM8R2.d A.

4.4 Implementacéao

Tendo sido comprovado, por meio de uma simulacdweaiaque é possivel se
encontrar uma estrutura com diodd semelhante ao esperado, seguiu-se, entdo, a etapa
de implementagéo.

Para a implementacado, escolheu-se a linguagemadgapnacdo Python [31],
visto que além de ser uma linguagem orientadaetashjainda possui grande facilidade
de manipulacéo de arquivos, uma vez que seria swoe®nalisar arquivos retornados
de buscas do BLASTP; os arquivos PDBs; 0s arquieas os angulos, vy e o; entre
outros.

A linguagem Python se mostrou uma alternativa muiteressante, visto que a
referente linguagem se caracteriza por permitit faanipulacdo detrings construcao
de expressoes regulares, criacdo de arquivosaarthees.

Com intuito de auxilio, foi utilizada a biblioted&ioPython [32,35], a qual
possui varias funcdes prontas como por exemplézaeaownloadsde bases de dados
— ou de apenas uma estrutura — bioldgica(s); eral@inhamento multiplo de
sequUéncias; realizar buscas no BLAST (utilizadaené&®mbalho); entre outros. Esta
biblioteca, por ter sido implementada em Pythorgspg também, a caracteristica de
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oferecer recursos para manipulacdo de string eess@es regulares, o que se mostrou
como facilitador para a tarefa de implementacéprdeente trabalho.

Depois de definidas as etapas (Figura 12) e adggm de programacéo, foram
estabelecidas as seguintes funcodes:

fragmenta: caracteriza-se de uma pequena funcdo que se egeae pegar qualquer
namero de aminoacidos e separa-los em cinco anidfozsaconsecutivos,
gerando, assim, os pentapeptideos.

gblast: funcdo responsavel por fazer a busca no BLAST. [E8{a funcédo utiliza o
BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)Além de possuir
grande aceitacdo pela comunidade académica, digpdacilidades para sua
automatizacao, utilizando linguagens de programacao

A gblast se caracteriza por ter sido adaptada do conjuetobifiliotecas
BioPython [35] (disponivel em http://biopython.grg/A mesma sofreu
alteracOes a fim de ajustar alguns parametros dealpara que fosse capaz de
realizar a busca BLASTP para pequenos fragmentosl Base em um tipo
especial de BLAST (chamadmearly exact matchggara busca de pequenos
fragmentos, a funcao gblast original do BioPythammiodificada para realizar a
buscanearly exact matche€ontudo, alguns dos valores da busetaultforam
alterados, ficando os mesmos da seguinte maneipgeck Value, 20000; Word
Size, 2; Matriz de Segregacao, PAM30; Descriptiad90; Alignments, 50.

analyseblast: se caracteriza por ser uma funcéo que analisa & ¥jdrado pela
busca realizada na funcédo gblast) e retorna urtead@m os codigos PDBs e
seus referentes fragmentos, encontrados na budgsbASTP. Com o intuito de
auxiliar na analise do arquivo XML, utilizou-se idlloteca DOM, que facilita o
tratamento de arquivos XML em Python.

removeSe(q: embora essa ndo seja uma das fungfes essenciaésnaa se mostra
importante, pois ela é capaz de remover uma peotdan busca, uma vez
passando o seu codigo PDB.

A importancia da presente funcdo esta balizadadéa ide mostrar que é
possivel reconstruir a proteina, estando esta iebectia simulagéo.

listadePDBs: funcgéo responsavel por gerar uma lista que conttts os codigos
PDBs que devem ser baixados para a simulacéofugstao se justifica, pois,
apos terem sido descobertos todos os arquivos P®B&cessario obter os
mesmos para que seja possivel o calculo dos anguip® ». Tendo em vista
que a busca do BLAST pode retornar codigos PDBastidgs, esta funcao ja se
responsabiliza por remover possivel cddigos PDBBceslos, evitando, assim,
downloadsdesnecessarios.
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downloadDosPDBs: a partir da lista dos cédigos PDBs fad@vnloaddos seus
referentes arquivos.

geraPhiPsiOmega: responsavel por obter os angulpsy e o do aminoacido
central de cada pentapeptideo nas estruturas shpida meio da busca do
BLASTP. Para a realizacdo desta tarefa, mostrauesessaria a utilizacdo do
software Torsions (desenvolvido pelo Dr. Andrew C. R. Mart University
College London & SciTech Softwague calcula os angulgs v e o para cada
aminoacido a partir de um dado arquivo PDB.

generateStructures. caracteriza-se por ser uma funcao recursiva aggral todas
as estruturas, com base em todos os angulos deefeusntes aminoacidos.
Para a geracdo das estruturas, foi utilizadsoftwaretleap, um moddulo do
conjunto de programas de simulacdo denominados ARIBE].

Depois da geracdo do modelo, 0 mesmo ¢é avaliatioocaso dssoftwareptraj,
distribuido juntamente com o AMBER. Para a avaback qualidade do
modelo, esta sendo utilizado o RMSD da estrutuedifaversusa experimental.

Algoritmo 1: Chamada das fun¢des para a simulacdo da 1L2Y

1. seq 0O fragmenta('NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS')

2. estruturas O

3. para xinrange(0,len(seq)):

4. busca O gblast("blastp"”, "pdb", seq[x])

5. busca2 O analyseblast(busca)

6. removesimilar(busca?2)

7. estruturas.append(busca?)

8. removeSeq(estruturas, '1L2Y")

9. lista O listadePDBs(estruturas)

10. downloadDosPDBs(lista)

11. resultpar O geraPhiPsiOmega(estruturas, 'NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS' )
12. generateStructures(resultpar, 'NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS )]

Ao desenvolver o algoritmo, encontrou-se o0 probledea que para cada
pentapeptideo, 0 mesmo poderia possuir um numésedie de angulos — devido ao
namero de fragmentos retornado pelo BLAST, seravatj dependendo do fragmento
utilizado na busca — o que dificultaria utilizagda condicionais que sdo comumente
utilizados na criacéo de algoritmos.

Chamemos os fragmentos d&, F,,.., entdo em uma proteina cok
aminoacidos irdo existik-4 fragmentos. Para cada fragmeRoa busca no BLAST
retornard um conjunt@€ de proteinas associadas, chamaremos entdo egi@toote
CF.
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O que queremos é explorar as combinagcfes de tosloslementos deste
conjunto, ou seja, 0 conjunto cartesiano

CFixCFoxCF3x ... x CFh.

A maneira computacional mais simples de explortsg psoduto é utilizando a
recursdo. O espago combinacional acima € exponeng&jgpor exemplo, se todos os
CF; tiverem tamanho 2 o nimero de combinacdes fimal £&.

N&o é possivel explorar todas as combinac6es pbigma de tempo e foge do
escopo desta tese abordar sistematicamente todaaresras de fazer “prunning” no
namero de combinagBes, mas a titulo de experiétiodiou-se a dois tipos de
experiénciagd hocsimples de obter com um algoritmo recursivo, sexlds utilizando
a recursao trivial, inicio da variacdo pelas Ulsneatradas (chamada neste trabalho de
normal ouBackward, e uma recursdo cuja variacdo inicia nas priraegatradas
(chamada neste trabalho de invers&oreward.

Para usuarios leigos, a area da computacéo, séagixo aima explicagcdo um
pouco mais aprofundada do funcionamento da recursao

A fim de exemplificar o processo de recursao, a##se o Algoritmo 1 para
simular um polipetidio com oito aminoéciddés=8). Durante o processo de simulacao,
ele iria fragmentar a proteina em pentapeptidezieymando em quatro fragmentos.
Para cada um desses fragmenkgs §eria calculado os devidos angulos.

Suponha-se que para os trés primeiros pentapegptideba sido retornado dois
angulos CF; = CF, = CF3 = 2) e que para o quarto — e ultimo fragmento — tnégis
(CF4 = 3), como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14: RecursaoBackward, utilizando um polipeptideo com apenas oito aminaddos (quatro
fragmentos).
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O meétodo da recurséo se caracteriza por gerar &asdpsssibilidades existentes,
primeiramente, fixando todos os fragmentos e, dep@riando os mesmos. Conforme
ilustrado na Figura 14, a variacdo se da do firrmh inicio (recursdo normal ou
Backward, calculando o caso mais basico que consiste #iraubs primeiros angulos
para cada um dos Fragmentos. ApOs o caso basicexseutado, inicia a recursao,
vindo a esgotar todas as possibilidades de varipgéo Fragmento 4 (parte superior
da Figura 14).

Ao iniciar a variacdo do Fragmento 3, os fragmemgods eles (no caso desta
simulacdo, apenas o Fragmento 4) sdo colocadosneota no caso base para entédo
reiniciar a variacdo, como se pode ver na partealeta Figura 14.

Pode-se observar que na recursao para cada nayméfrt que varia, todos 0s
posteriores a ele sdo colocados em seus casosfaadacdo sO acaba quando todos
os Fragmentos tenham sido utilizados. Por estevoadirecursdo se mostrou a melhor
estratégia a ser aplicada, pois ela garante qas tslpossibilidades sejam calculadas e,
ao mesmo tempo, que nenhuma ira se repetir.
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Capitulo 5. Resultados

Este capitulo apresenta os resultados obtidos inadagfes realizadas. As
simulagbes — que o presente capitulo ressalvavirasarcomo método de validacao a
proposta sugerida neste trabalho.

Foram utilizadas as estruturas Trp-cage (cédigo RDBY, [30]) e a Mini-
Proteina Estabilizada por Pontes Dissulfeto (co@ib® 1ZDD, [36]), como base para
0s testes para o método de predi¢cdo desenvolvido.

5.1 Simulacdes

Com intuito de validar a implementacéo, foram ealas simulagbes, utilizando
as proteinas Trp-Cage (cédigo PDB 1L2Y) e Mini-Bioa Estabilizada por Pontes
Dissulfeto (cédigo PDB 1ZDD) como molde.

5.1.1 Simulacéo utilizando a proteina Trp-Cage

Esta simulacéo foi feita segundo o Algoritmo 1, corouidado de remover as
estruturas idénticas — neste caso apenas a promiaina Trp-Cage (cédigo PDB
1L2Y) — e, também, apenas utilizar os primeirox@ifragmentos que obtiveram o
maior escore na busca do BLASTP (HSHigh Scored Fragmen)sou seja, para cada
busca feita no BLASTP apenas o0s cinco primeirodgoddPDBs foram utilizados.
Salienta-se, no entanto, que a mini-proteina TrgeCse caracteriza por ser uma
estrutura de apenas 20 aminoacidos o que ajudaiper@rimeira simulacao.

Ademais, com uma primeira simulagéo, sendo befritegaitilizando apenas os
cinco HFS de cada pentapeptido, veio a gerar unrermimuito grande de estruturas,
chegando, neste caso, a 20.774.983.680.000. Istostea um problema uma vez que o
tempo para a geracdo de cada estrutura deve sadoleem consideracao
(aproximadamente, um segundo e 50 centésimos dedege, também, que 0 espago
para armazenamento das mesmas € restrito (cadatuestrgerada ocupa,
aproximadamente, 27 Kb).

Para efetuar este trabalho, foram disponibilizaddsis computadores
biprocessados (dois processadores) e com discio g 140 Gigabytes. Estes recursos
técnicos possibilitaram serem feitas as simulagé@snalisadas.
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Com a finalidade de gerar os modelos de estrutdioagjtilizado o recurso
técnico de dois servidores que, por meio da reouesé um primeiro momento, variou
os fragmentos finais para os iniciais (como apiasknno exemplo da Figura 14); em
um segundo momento, a variagcdo se deu dos fragmemnbiais para os finais. Esta
estratégia foi utilizada, pois foi observado quetizando o poder e armazenamento
computacional disponivel — ndo seria possivel geydas estruturas sugeridas pelo
modelo. Desta maneira ficou mais facil observavascdes tendo em vista que ndo
seria possivel gerar todas estruturas.

A partir dos resultados da presente simulacdo,ah gerou mais de 340.000
estruturas, conseguiu-se uma estrutura com umaomedholucdo do que a obtida na
simulagdo manual e com fold similar ao da estrutura base. Na simulacdo manual,
obteve-se um RMSD de 4,1 A (Figura 13); no entantéosimulacdo computacional,
conseguiu-se uma resolucéo de 3,7 A (Figura 15).

Figura 15: Superposicdo da estrutura 3D (topologia)
experimental da proteina Trp-cage (codigo PBD 1L2Y[30]),
ribbons em vermelho, e da estrutura predita (em azul) com
método de simulagdo desenvolvido neste trabalho.

Com intuito de se obter uma melhor visdo de contavam sendo gerados o0s
modelos e se 0s mesmos estavam convergindo paraelhor resultado (menor
RMSD), foram gerados graficos para analise.

Nas Figura 16 e Figura 17 podem ser observadasoganélises sobre dados
gerados, utilizando as recursdes do final paracmirecursdo normal oBackward e
do inicio para o final (recursédo inversa Bareward. No primeiro caso, recursao
Backward,foram analisadas mais de 300.000 estruturas geradguanto, no outro
caso, foram apenas analisadas pouco mais de 48s@0uras.

Os gréficos, presentes nas figuras Figura 16 e#&ifL, apresentam uma analise
ao método — aqui desenvolvido — sobre varios agpesendo o principal deles a
convergéncia. Com base no exposto, é possiveluatg o método se aproxima ou se
afasta da resposta ideal. Contudo, observa-seasemlacao da proteina Trp-Cage —
partindo apenas de seus aminoacidos — a reckm@ward (representado pela Figura
17), inicialmente, apresentou melhores resultados.
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Figura 16: Andlise do desvio médio quadratico (RMSPda estrutura 3D da proteina Trp-Cage
obtida pelo método de simulacéo proposto neste tralho, utilizando a recursividade normal, com
relacdo a estrutura experimental (cédigo PDB 1L2Y).Mais de 300.000 conformacdes foram
utilizadas nestas comparacdes e apenas os atomoséddeia principal (N,Ca,C) foram utilizados no
célculo do RMSD. (a) RMSD da proteina Trp-cage conlpta (20 aminoacidos). (b) RMSD dos 16
aminoacidos centrais (da Y3 a P18). (c) RMSD da ri&p N-terminal (aminoacidos Y3 a G10). (d)

RMSD da regido C-terminal (aminoacidos G11 a P18).
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Figura 17: Andlise do desvio médio quadratico (RMSPda estrutura 3D da proteina Trp-Cage
obtida pelo método de simulacédo proposto neste tralho, utilizando a recursividade inversa, com
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calculo do RMSD. (a) RMSD da proteina Trp-cage conipta (20 aminoéacidos). (b) RMSD dos 16
aminodcidos centrais (da Y3 a P18). (c) RMSD da r&g N-terminal (aminoacidos Y3 a G10). (d)
RMSD da regido C-terminal (aminoacidos G11 a P18).
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Outro ponto de facil observacdo perante Figura 16-igura 17, mais
especificamente nos graficos (c) e (d), é qual dpoecursdo foi adotada para obtencéo
das estruturas. Utilizando este recurso se torsaiypsl uma analise na qual se mostra
possivel averiguar se 0 método desenvolvido estéidnando corretamente, uma vez
que se espera que a variacdo ocorra da esquerda apalireita ou vice-versa
(dependendo do tipo de recurséo).

A apresentacdo do céalculo dos aminoacidos centrgigafico (b) das figuras
Figura 16 e Figura 17 — mostrou-se muito relevam®s 0 mesmo possui a
caracteristica de avaliar apenas os aminoacidoseglmente foram validados junto ao
método, uma vez que 0 mesmo acaba por possuir uemrnprecisdo nos dois

primeiros e ultimos pares da sequéncia.
a) : b) :
C) d) @

Figura 18: Superposicdo da estrutura 3D (topologiagxperimental da proteina Trp-cage (codigo
PBD 1L2Y, [30]), ribbons em vermelho, e da melhor estrutura predita (em adyicom o método de
simulagdo desenvolvido neste trabalho. (A) RMSD d&,7 A da proteina Trp-cage completa (20
aminoacidos). (B) RMSD de 3,4 A dos 16 aminoéacidesntrais (da Y3 a P18). (C) RMSD de 0,9 A
da regido N-terminal (aminoacidos Y3 a G10). (D) de3,1 A RMSD da regido C-terminal

(aminoéacidos G11 a P18).

A Figura 18 serve como uma pequena exemplificagdqual parte da estrutura
em analise foi comparada com a estrutura experah@np-Cage para a geracao dos
gréficos utilizados nas figuras Figura 16 e Fidlifa

A seguir, na Figura 19, é apresentado o Ramachamic tanto da estrutura
experimental Trp-Cage quanto da melhor estrutursadge pelo método aqui
apresentado. Em ambos os casos, € possivel ohsgneaembora existam algumas
pequenas diferencas em cada Ramachandran, os sirapdtisados se assemelham
bastante, o que leva a deduzir que esta primemalatdo realmente gerou uma
estrutura préxima a estrutura experimental.
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Figura 19: Gréaficos de Ramachandran, os quais aprestam os angulosp (Phi) ey (Psi): (a)
angulos, da estrutura experimental da proteina Trpeage (c6digo PBD 1L2Y, [30]), demonstrados
em vermelho; (b) angulos da estrutura predita (ilusados em azul) com o método de simulagao
desenvolvido neste trabalho.

5.1.2 Simulacéo utilizando a proteina 1ZDD

Tendo uma vez validado a metodologia proposta m@ementacdo, foram
realizadas novas simula¢des. Devido a motivacaoiadg pelos resultados obtidos nas
simulacdes da Trp-Cage, decidiu-se investir em pnoéeina ainda maior. A Mini-
Proteina Estabilizada por Pontes Dissulfeto (cO8iD® 1ZDD), caracteriza-se por ser
composto por 34 aminoacidos, assim aumentando pleritiade em relacdo a proteina
anteriormente analisada, Trp-Cage, de 20 aminogcido

Antes da realizacdo da busca, foram filtrados okl@sodas estruturas idénticas
a mini-proteina (utilizada como base), sendo osmmsesreferentes aos seguintes
coédigos PDBs: 1ZDD, 1L6X, 10Q0O, 10QX, 1ZDA, 1ZDC1&€DB. Esta busca,
também, caracterizou-se por usar apenas 0s prgneinco HSF. Mesmo realizando
estas restricobes, a busca pelo espaco conformécioresultou em
241.173.741.886.154.182.154.649.600.000 confornsagte

Na presente simulagéo foram geradas pouco mai6560D estruturas, ou seja,
menos que 0,01% dos dados esperados e, como retd@mae obtiveram estruturas
comfolds similares a estrutura utilizada como base, conue p@r observado na Figura
20.

A simulacdo da proteina 1ZDD se caracterizou pas melhores casos,
apresentar um RMSD proximo a 7,5 A. A melhor estaugerada se caracterizou por
possuir exatamente 7,2 A, como pode ser visto guar&i20.



37

Figura 20: Superposicao da estrutura 3D (topologiaexperimental da
proteina Mini-Proteina Estabilizada por Pontes Disslfeto (cédigo PBD
1ZDD, [36]), ribbons em vermelho, e da estrutura predita (em azul) corn
método de simulacao desenvolvido neste trabalho.
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Figura 21: Analise do desvio médio quadratico (RMSP da estrutura 3D Mini-Proteina
Estabilizada por Pontes Dissulfeto obtida pelo métlo de simulacdo proposto neste trabalho,
utilizando a recursividade normal, com relacéo a émutura experimental (codigo PDB 1ZDD). Mais
de 190.000 conformacdes foram utilizadas nestas cpamacdes e apenas os atomos da cadeia
principal (N,Ca,C) foram utilizados no célculo do RMSD. (a) RMSD d proteina 1ZDD completa
(34 aminoacidos). (b) RMSD dos 30 aminoacidos ceats (da M3 a D32). (c) RMSD da regido N-
terminal (aminoacidos M3 a N17). (d) RMSD da regid&-terminal (aminoacidos L18 a D32).
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Figura 22: Andlise do desvio médio quadratico (RMSP da estrutura 3D Mini-Proteina
Estabilizada por Pontes Dissulfeto obtida pelo métto de simulag@o proposto neste trabalho,
utilizando a recursividade inversa, com relagdo astrutura experimental (codigo PDB 1ZDD).
Pouco menos de 275.000 conformacdes foram utilizadaestas comparacdes e apenas 0s atomos da
cadeia principal (N,Ca,C) foram utilizados no célculo do RMSD. (a) RMSD d proteina 1ZDD
completa (34 aminoéacidos). (b) RMSD dos 30 aminodicis centrais (da M3 a D32). (c) RMSD da
regido N-terminal (aminoacidos M3 a N17). (d) RMSDda regido C-terminal (aminoacidos L18 a
D32).

Seguindo o padrdo da analise realizada na subsegédor, nas Figura 21 e
Figura 22, também, podem ser observadas quatrasemasobre dados gerados,
utilizando as recursdeBackwarde Foreward No primeiro caso, recurs@ackward,
foram analisadas mais de 190.000 estruturas geragapianto, no outro caso,
analisadas pouco menos de 275.000 estruturas.

Ja neste caso, observa-se que na simulacdo danpr@#DD — partindo apenas
de seus aminoacidos — utilizando a recuiBackward(representado pela Figura 22),
apresentou a melhor variagdo em relagéo ao val@mRM

A Figura 23 se caracteriza por apresentar os Randchn Plot’'s referentes a
estrutura experimental e a estrutura gerada coneloomRMSD. Diferentemente do
resultado obtido na simulacdo anterior, pode-seerghs que os graficos de
Ramachandran, para a atual simulacdo, apresentaiames para Phi e Psi bastante
divergentes, comparado com o resultado obtidomalagéo anterior, o que caracteriza
gue possivelmente o método — até entdo — ndo hgavémo nenhuma estrutura com 0s
angulos parecidos.
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Figura 23: Graficos de Ramachandran, os quais aprestam os angulose (Phi) e y (Psi): (a)

angulos, da estrutura experimental da proteina MiniProteina Estabilizada por Pontes dissulfeto
(codigo PBD 1ZDD, [36]), demonstrados em vermelhdb) angulos da estrutura predita (ilustrados
em azul) com o método de simulacao desenvolvido terabalho.

5.2 Trabalhos Relacionados

Como explicado no Capitulo 3, ha varios trabalhnsaedamento no ambito da
predi¢cdo da estrutura terciaria de proteinaszatitio como metodologia a modelagem
comparativa por homologia. Esta metodologia fureiadequadamente ao proposto,
mas possui dois empecilhos; o primeiro € que esasitque nao possuam uma
identidade razoavel com outras estruturas dos Basheaados, ndo podem ser preditas;
e, 0 outro, devido se basear, apenas, em estrjdurashecidas, ndo permite que novos
folds sejam encontrados.

Tendo em vista que a proposta feita se trata denétodoknowledge-based
que possibilita o descobrimento de novimdds a modelagem comparativa por
homologia ndo se apresenta como trabalhos relatisneelevantes, pois ha grandes
diferencas.

A metodologia para predicdo da estrutura tercianigs proteinas mais
relacionada com a proposta aqui apresentada sabaratio, pois, a mesma, além de
possibilitar a descoberta de novokls

Na literatura sédo apresentados poucos programastitjmem a metodologiab
initio. Tem-se como referéncia os programas: Touchst8ngg] desenvolvido por
Daisuke Kihara, Hui Lu, Andrzej Kolinski e Jeffregkolnick; Fragfold [39,40]
desenvolvido por David Jones; Robéti41,3] desenvolvido por David Baker e Chris
Bystroff.

A justificativa da pouca variedade de software etremla sobre os métodos ab
initio € consequéncia da falta de destaque dada, poo rtamtpo, deste método de
predicdo. Isso se justifica, pois os modelos passiaixos indices de exatidao [18].

! O Robetta era anteriormente chamado de Rosetiristp suas referéncias fazem mencéo ao Rosetta.
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A seguir, serdo apresentadas algumas caractesidticaoftwarespara predicéo
ab initio citados acima.

1) Touchstone:Estesoftware[37,38] representa a proteina conectando os eértia
cadeia em um reticulado, onde cada vértice se &acno centro da massa de
um residuo de um dado carbono alfa.

Para melhorar a correlacdo da energia com a gdalida enovelamento, sdo
utilizadas tanto predicdes de estruturas securgjagaanto ao contato da
terciaria. Para a introducdo da selecdo do enoeslmn sdo combinados os
algoritmos de clustering de estrutura de BetanceuBkolnick [42] com o
conhecimento baseado no potencial do par de atopesados, para o
procedimento de selec&o, com intuito de seleciesiaunturas representativas.

Na Figura 24 [38], pode ser observada uma compamgiie estruturas obtidas
experimentalmente com estruturas obtidas por meao Tduchstone. Os
experimentos obtidos pela ferramenta foram avadiaddilizando o RMSD
(medida que calcula o desvio médio quadratico) coredida de exatidao para
0s modelos gerados.

Figura 24: Superposicao entre a estrutura geradai(iha grossa) e a estrutura
obtida experimentalmente (linha fina). (A) rmsd 4.5A. (B) rmsd 2.7 A. (C)
rmsd 4.0 A. (D) rmsd 4.5 A. (E) rmsd 3.6 A. (F) rm$ 2.3 A. (G) rmsd 7.2 A.
(H) rmsd 8.7 A. (1) rmsd 9.7 A. Adaptado de Kiharaet al. [38].

2) Fragfold: A maioria dos métodos bem sucedidos na predigi@rbvelamentos
explora o fato de que, quando um novo enovelamérdescoberto, 0 mesmo
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geralmente é composto por motivos estruturais fgaecidos no nivel estrutural
supersecundario.

O Fragfold, originalmente, explora este principlO][ Neste sentido, o método
Fragfold restringe a busca no espaco conformagiopat-selecionando
fragmentos estruturais de uma biblioteca de esasite proteinas conhecidas.

A aproximacao utilizada pelo método para predizerestruturas secundarias
deve avaliar o ajuste da sequéncia nos enovelameoitecidos e selecionar o
modelo que consegue a compatibilidade mais elesawlaa seqiéncia linear da
proteina.

O método se caracteriza por possuir dois tiposotknpiais de forcas utilizados,
sendo o primeiro dado pela andlise estatistica steutera de proteinas
resolvidas experimentalmente e o segundo pela agglic da equacdo de
Boltzmann [43].
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Figura 25: Estruturas preditas através de modelos
experimentais, a esquerda, e obtidas através do Fgfold, a
direita. Os resultados dos RMSD ndo foram divulgads
Adaptado de Jonet al. [40].
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Ao final dos calculos, € gerada uma estrutura oséile agregados todos os
modelos de proteinas gerados. Assim, é possivaitifidar quais sdo os

melhores modelos de proteinas gerados [40]. Nard&iftb [40] estdo

representadas estruturas preditas pelo Fragfolkhtkio CASP 5.

3) Robetta: O softwareRobetta [41] € bastante conhecido na area de Aealiinitio
€ 0 mesmo se caracteriza por ser a principal mefexéna area de predicéo.
Grande parte dos artigos atuais sobre predaffmitio elegem Robetta como
um meétodo de grande destaque [17] e, ainda, 0 mesroaracteriza por possuir
um bom desempenho no CASP [18]. Embora Robettactagaificado como
metodologiaab initio, 0 mesmo utiliza uma base de dados de estruturas
conhecidas como o PDB, o que o caracteriza comoduoketgia knowledge-
based

O método de predi¢do da estrutura de proteindgzadd no Robetta, & baseado
na suposicdo de que a distribuicdo das conformad@soniveis a cada
segmento de trés ou nove residuos da cadeia, aiavelmente préxima a
distribuicdo das estruturas adotadas pela sequdodagmento (e de seqiéncias
altamente relacionadas) em estruturas de protegmdsecidas. As bibliotecas do
fragmento, para cada um dos segmentos de trésveuresiduos da cadeia, séo
obtidas por meio de comparacdes de cada fragmebte sma base de dados
com estruturas secundarias de proteinas [41]. Astesas das proteinas sao
montadas randomicamente pela combinagdo dos fragsyentilizando o
método de Monte Carlo. Para cada seqiéncia do aiiogrande numero de
estruturas sdo geradas com este protocolo, e,,€iatésterizadas”; os cinco
melhores clusters séo escolhidos como as predigiegas.

Figura 26: Superposicdo entre as estruturas obtidasxperimentalmente
(em vermelho), com as estruturas preditas pelo Rotia (em azul). E
apresentado entre as estruturas A-E, proteinas prééis com o RMSD
inferior & 1.5 A, ja a estrutura F mostra uma estrdura com RMSD 11.1
A. Adaptado de Bradley et al. [44].
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Robetta tem como objetivo alcancar um modelo fomath alta resolucéo para a
estrutura terciaria de interesse [44].

Na Figura 26 [44], pode ser observada uma compara&gdre estruturas
experimentais e estruturas obtidas por meio do fRnbe

5.3 Consideracoes

O trabalho proposto se diferencia dos outros thatsalpois ndo sdo empregadas
as estruturas terciarias ou fragmentos de esteusgeundarias — encontradas no banco
de dados — para a construgcdo do modelo, mas, sformiacdo dos angulos das
estruturas protéicas 3D, como base para constdasgmodelos.

Como explicado anteriormente, o trabalho aqui pstpaitiliza fragmentos de
cinco aminoéacidos consecutivos de um dado poligeptiApds, séo feitas buscas para
encontrar proteinas que contenham o mesmo penidpept

A grande diferenca entre a proposta desenvolvimaaitros métodos existentes
€ — enquanto o Fragfold e o Robetta buscam fragrael proteinas em banco de dados
estruturais e utilizam a estrutura dos fragmentosomtrados para predizer 0s
polipeptideos — ndo utilizar as estruturas encdafiamas, sim, gerar estruturas
terciarias, utilizando apenas os angulpg e o (do aminoacido central) de cada um dos
pentapeptideos encontrados, como apresentado una Rify.
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Capitulo 6. Consideracoes
Finais

Tendo em vista a problematica da explosdo na qlaatdi de sequéncias
protéicas sem estrutura protéica conhecida, mestr@ecessaria uma nova tecnologia
de estudo e caracterizacdo de estruturas protéajces,seja capaz de inferir (com
pequena margem de erro) a conformacdo 3D nativante proteina, considerando
como base apenas sua sequéncia de aminoacidos.

Atualmente se mostra como tendéncia para prediedesttuturas terciarias a
utilizacdo de metodologias computacionais. Adema#&) seria apenas um grande
avanco para a bioinformatica, mas também serianamdg progresso para a sociedade
cientifica como um todo, ja que ficaria mais famikdizer estruturas de organismos de
interesse econdmico ou patogénico, bem como ag¢aoya facilitacdo de processos de
desenvolvimento de drogas para combater doencas.

O presente trabalho se mostrou um avanco na peedigénputacional de
estruturas protéicas. Com base nos diversos t@badxistentes, que mais se
aproximam, observam-se combinac¢des de fragmenmtaszanados em banco de dados
de fragmentos tridimensionais A proposta, aqui,tanedissertacdo desenvolvida,
caracteriza-se por inovar a predicdo de polipepsidatilizando apenas combinacdes
dos angulos de proteinas.

Verte-se que tanto na geracdo de estruturas, amdiz a combinagdo de
fragmentos, quanto na combinacdo de angulos, asgasracterizam por possuirem
problemas. Nos dois casos, a maior dificuldaderghda se da pelo grande nimero de
possibilidades de combinacdes para geracédo dososatkeestruturas polipeptidicas. O
método aqui discorrido (combinacdo de angulosyaa tle uma modelagem pioneira
na area, uma vez que € apresentada uma nova nogfiadpara predicdo de estruturas
3D. Assim, esta se apresenta, em uma primeirasanaima metodologia promissora,
acreditando-se, com isso, que, em trabalhos futw&jam possiveis otimizacdes do
método (por exemplo, diminuir o nimero de HSF z4iio na busca) de maneira a cada
vez aumentar a precisdo com um menor esfor¢co catipuotl, tanto em questdo de
espaco em disco quanto em tempo de processamento.

Embora as simulacdes realizadas tenham gerado w@amdegrnimero de
estruturas protéicas, ndo foi possivel — em nenhdasaduas simulagbes — gerar o
namero de estruturas totais que o algoritmo sefegrapcriar. A maior inviabilidade, do
presente método, constitui-se na falta de espagmfém disco rigido. Mesmo com os
problemas assinalados, pode-se dizer que a sinoutdatla — embora tenha sido uma
pequena amostra do total de estruturas esperadpresentou-se eficiente. Assim, na
simulacdo da Trp-Cage, foi possivel chegar a umefodom umfold similar ao da
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proteina obtida experimentalmente, a qual foi useolmo referéncia. No caso da
1ZDD, a busca nao retornou nenhum resultado f@dnsimilar ao da estrutura obtida
experimentalmente, mas vale ressaltar que na sgAwliado foi percorrido nem 0,01%
do total de estruturas a serem geradas, partineivagpda seqiéncia de aminoacidos,
como o modelo se propde.

O atual trabalho tende a obter uma melhor predepd@asos em que 0 numero
de aminoécidos é relativamente pequeno. Foi pdsgéreeber, junto as simulagdes,
que conforme o numero de aminoacidos aumenta o nounhe estruturas a serem
geradas, tende a aumentar, exponencialmente, e,istominterferindo diretamente
tanto no nimero de estruturas a serem geradasoquaesspaco em disco a ser alocado.

Como alternativa aos problemas atualmente encadtrémiuitas estruturas a
serem geradas e muito espaco em disco a ser alpgadoeiramente, pensa-se na
hipétese em ir removendo as estruturas que possuBMSD mais alto, aos fins de
permitir sempre possuir dados para novas buscagento apenas os resultados com
0os menores RMSDs. Outra possibilidade seria amdbsis os angulos que irdo fazer
parte da busca conformacional, agrupando os angutokares a partir de um desvio a
ser determinado, conseqglientemente, diminuiria centile estruturas a serem geradas
implicando, também, em uma reducao do espaco am diser alocado.

Ressalva-se, no entanto, que ndo existe nenhumdmétmmputacional para
predicdo de proteinas que consiga gerar estrutunasresolucdo similar as obtidas
experimentalmente.
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Apéndice A: Codigo-fonte
referente a implementacao

def rodablast(sequence):
fragmentos =[]
a = len(sequence)-4
for x in range(a):
print sequence[x:x+5]
fragmentos.append(sequence[x:x+5])
print fragmentos

def gblast(program, database, sequence,

nchi_gi=None, descriptions="1000", align ments=None,
expect=None, matrix=None,
filter=None, format_type="XML", hitlist_ size=None,

entrez_query='(none)’,
import urllib

parameters = [
('QUERY', sequence),
(PROGRAM', program),
(ENTREZ_QUERY", entrez_query),
('DATABASE', database),
(COMPOSITION_BASED_STATISTICS','0"),
(EXPECT’, '20000",
(WORD_SIZE', 29,
(HITLIST_SIZE', hitlist_size),
(MATRIX_NAME', 'PAM30"),
(GAPCOSTS', '9+1"),
(I_THRESH', '0.005"),
(FILTER', filter),
(CMD', 'Put),
]
query = [x for x in parameters if x[1] is not N one]
message = urllib.urlencode(query)

handle = _send_to_gblast(message)

rid, rtoe = _parse_gblast_ref_page(handle)
parameters = [
("RID", rid),
('DESCRIPTIONS', '1000",
(ALIGNMENTS', '50",
('NCBI_GI', ncbi_gi),
(FORMAT_TYPE', format_type),
("CMD", "Get"),
]
query = [x for x in parameters if x[1] is not N one]
message = urllib.urlencode(query)

limiter = RequestLimiter(3)
while 1:
limiter.wait()

50
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handle = _send_to_gblast(message)
results = handle.read()

if results.find("Status=") < 0:
break

i = results.index("Status=")

j = results.index("\n", i)

status = results[i+len("Status="):j].strip( )
if status.upper() == "READY":
break

i = results.index("Connection: close")
i = results.index("\n",i)

i = results.index("\n",i+1)

results = results[i+1:]

return StringlO.StringlO(results)

def _send_to_qgblast(query):
""Send a BLAST request to the QBLAST server at NCBI.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Doc/urlapi.ht mi

Return a handle to the results.

import socket
sock = socket.socket(socket. AF_INET, socket.SOC K_STREAM)
sock.connect((‘www.ncbi.nlm.nih.gov', 80))

sock.send('POST /blast/Blast.cgi HTTP/1.0\n")

sock.send('User-Agent: BiopythonClient\n')

sock.send('Connection: Keep-Alive\n')

sock.send('Content-type: application/x-www-form -urlencoded\n’)
sock.send('Content-Length: %d\n' % len(query))

sock.send('\n")

sock.send(query)

handle = StringlO.StringlO()
while 1:
data = sock.recv(1024)
if not data:
break
handle.write(data)
sock.close()

handle.seek(0)
return handle

def _parse_qgblast_ref_page(handle):
"""Return tuple of RID, RTOE.""
s = handle.read()
i =s.find("RID =")
j = s.find("\n", i)
rid = s[i+len("RID ="):j].strip()

i = s.find("RTOE =")

j = s.find("\n", i)

rtoe = s[i+len("RTOE ="):j].strip()
return rid, int(rtoe)

def fragmenta(sequencia):
seq =]
for x in range(0,len(sequencia)-4):
seq.append(sequencia[x:x+5])
return seq

def node_text(node):
text="
for child in node.childNodes:



if child.nodeType is child. TEXT_NODE:
text += child.data
return text

def analyseblast(fileblast):
""" Funcao que analisa todo o arquivo blaste r
arquivos pdbs que possuem relacao entre o frag
e a busca realisada segundo o Blast."""
x = xml.dom.minidom.parse(fileblast)
nos = x.documentElement
elementos =]
tupla =]
filhos1 = [no for no in nos.childNodes if no.no
x.ELEMENT_NODE]
for pai in filhos1:
filhos2 = [no for no in pai.childNodes if n
Xx.ELEMENT_NODE]
for filho in filhos2:
filhos3 = [no for no in filho.childNode
X.ELEMENT_NODE]
for neto in filhos3:
filhos4 = [no for no in neto.childN
x.ELEMENT_NODE]
for gera5 in filhos4:
filhos5 = [no for no in gera5.c

x.ELEMENT_NODE]
for gera6 in filhos5:
if gera6.nodeName == "Hit_n
hitnum = int(node_text(
elif gera6.nodeName == "Hit
hit_id = str(node_text(
elif gera6.nodeName == "Hit
hitdef = str(node_text(
filhosé = [no for no in ger
no.nodeType ==
x.ELEMENT_NODE]
for gera7 in filhos6:
filhos7 = [no for no in
no.nodeType ==
x.ELEMENT_NOD
for gera8 in filhos7:
if gera8.nodeName =
hspgseq = str(n
elif gera8.nodeName
hsphseq = str(n
elif gera8.nodeName
hspmidline = st
elementos.appen
hsphseq, hspmidline])
xxd = hit_id.fi
tupla.append([h
hsphseq, hspgseq, hspmidline])
xxd =0
while xxd = (-
if (hitdef.
1):
xxd =h
tupla.a
hsphseq, hspgseq, hspmidline])
else:
xxd = (
return tupla

def removesimilar(sequence):
seg=len(sequence)
x=0
while x < seq:

etorna todos os
mento procurado

deType ==

0.nodeType ==

s if no.nodeType ==
odes if no.nodeType ==

hildNodes if no.nodeType ==

um';
gerab))
_id™
gerab))
def":

§era6))
a6.childNodes

gera7.childNodes if
El

= "Hsp_gseq":
ode_text(gera8))
=="Hsp_hseq"
ode_text(gera8))
=="Hsp_midline":
r(node_text(gera8))
d([hitnum, hit_id, hspgseq,

nd("|pdb|")
it_id[xxd+5:xxd+9],

1):

find("|pdbl", xxd+9)) != (-
itdef.find("|pdb]", xxd+9)
ppend([hitdef[xxd+5:xxd+9],

-1)

if
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y=x+1
while y < seq:
if sequence[x][0]==sequencely][0]:
if sequence[x][1]==sequence[y][1]:
sequence.pop(y)
seqg=seq-1
y=y-1
y=y+1
X=x+1

def listadePDBs(sequence):
# gera a lista de todos os PDBs necessarios par
# o download da lista pode ser feito utilizando
seg=len(sequence)
lista=[]
x=0
while x < seq:
x1=0
while x1 < len(sequencel[x]):
lista.append(sequence[x][x1][0])
x1=x1+1
x=x+1
removeigual(lista)
return lista

def removeigual(sequence):
# utilizado no listadePDBs para remover as sequ
seq=len(sequence)
x=0
while x<seq:
y=x+1
while y<seq:
if sequence[x]==sequencely]:
sequence.pop(y)
seq=seg-1
y=y+1
x=x+1

def downloadDosPDBs(lista):
for x in range(0,len(lista)):
try:
downloadPDB(lista[x])
except:
print "Problema ao baixar o arquivo: "+
print "Ja baixou "+str(x+1)+" de "+str(len(

def downPDBs(sequence):
seq=len(sequence)
for x in range(0,seq):
downloadPDB(sequence[x][0])

def downPDBs2(sequence):
seq=len(sequence)
for x in range(0,seq):
seql=len(sequencelx])
for y in range(0,seql):
downloadPDB(sequence[x][y][0])

def downloadPDB(protein):
save_file = open('PDB/'+protein+'.pdb’, 'w')
arquivo
urllib2.urlopen(’http://www.rcsb.org/pdb/downloadFi
ssion=NO&structureld="+protein).read()
save_file.write(arquivo)
save_file.close()

def generatePhiPsi(flename):
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tam = len(filename)
filename2 = filename[:(tam-4)]
os.system('./torsions PDB/'+filename+' > PDB/'+

def analyseSeq(sequence, frag):
t=[]
seq=len(sequence)
fraglen = int(len(frag))
center=frag[int(fraglen/2)]
for x in range(0,seq):
if sequence[x][3]==frag:
generatePhiPsi(sequence[x][0]+".pdb")
t.extend(analysePhiPsi('PDB/'+sequence[
(int(len(frag)/2)+1)))
elif len(frag)==len(sequence[x][1]):
generatePhiPsi(sequence[x][0]+".pdb")
t.extend(analysePhiPsi('PDB/'+sequence[
sequence[x][1], (int(len(frag)/2)+1)))
elif sequence[x][2]==frag[:4]:
generatePhiPsi(sequence[x][0]+".pdb")
t.extend(analysePhiPsi('PDB/'+sequence[
sequence[x][1], (int(len(frag)/2)+1)))
elif sequence[x][2]==frag[1:]:
generatePhiPsi(sequence[x][0]+".pdb")
t.extend(analysePhiPsi('PDB/+sequence[
sequence[x][1], (int(len(frag)/2)+1)))
return t

def analyseSeqNew(sequence, amino):
t=[]
y=[I
d=0
frag = fragmenta(amino)
# print frag
seg=len(sequence)
print seq
for | in range(0,seq):
y=lI
seql=len(sequencell])
for x in range(0,seql):
if sequence[l][x][3]==frag[l]:
generatePhiPsi(sequencell][x][0]+'.
y.extend(analysePhiPsi('PDB/'+seque
frag[l], (int(len(frag[l])/2)+1)))
# print str(center)+' - '+str(sequence[x
"+str(int(len(frag)/2)+1)+" - "+str(t)
elif len(frag([l])==len(sequence[l][x][1
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
y.extend(analysePhiPsi('PDB/'+seque
sequence[l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1)))
# print str(center)+' - '+str(sequenc
"+str(int(len(frag)/2)+1)+' - "+str(t)
elif sequence[l][x][2]==frag[l][:4]:
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
y.extend(analysePhiPsi('PDB/'+seque
sequence(l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1)))
elif sequence[l][x][2]==frag]l][1:]:
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'".
d=d+1
# print d
y.extend(analysePhiPsi('PDB/'+seque
sequence(l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1)))
if tl=y:
t.append(y)
return t

def analyseSegAmino(sequence, amino):

filename2+'.txt")

x][O]+".txt, frag,
x][O]+".txt,
x][O]+".txt,

X][0]+".txt',

pdb’)
nce[l][x][0]+".txt',

J[op+' - ‘+frag+' -
D:
pdb)
nce[l][x][0]+".txt',
e[x][0])+" - "+frag+’ -

pdb’)
nce[l][x][0]+".txt,

pdb’)

nce[l][x][0]+".txt,
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# Mesmo "analyseSeqNew" so que este apresenta també
t=[]
y=[I
d=0
frag = fragmenta(amino)
# print frag
seq=len(sequence)
print seq
part=0
for | in range(0,seq):

seql=len(sequencell])
k=1
part=part+1
for x in range(0,seql):
if sequence[l][x][3]==frag[l]:
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
hehe = analysePhiPsi('PDB/'+sequenc
(int(len(frag[l])/2)+1))
print hehe
for x in range(len(hehe)):
hehe[x].extend([part,k])
print hehe
k=k+1
y.extend(hehe)
# print str(center)+' - '+str(sequence[x
"+str(int(len(frag)/2)+1)+' - "+str(t)
elif len(frag[l])==len(sequence[l][x][1
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
hehe = analysePhiPsi('PDB/'+sequenc
sequence(l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1))
print hehe
for x in range(len(hehe)):
hehe[x].extend([part,k])
print hehe
k=k+1
y.extend(hehe)
# print str(center)+' - '+str(sequenc
"+str(int(len(frag)/2)+1)+' - "+str(t)
elif sequence[l][x][2]==frag]l][:4]:
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
hehe = analysePhiPsi('PDB/'+sequenc
sequence(l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1))
print hehe
for x in range(len(hehe)):
hehe[x].extend([part,k])
print hehe
k=k+1
y.extend(hehe)
elif sequence[l][x][2]==frag]I][1:]:
generatePhiPsi(sequence[l][x][0]+'.
d=d+1
# print d
hehe = analysePhiPsi('PDB/'+sequenc
sequence[l][x][1], (int(len(frag[l])/2)+1))
print hehe
for x in range(len(hehe)):
hehe[x].extend([part,k])
print hehe
k=k+1
y.extend(hehe)
if tl=y:
t.append(y)
return t

def generateStructures(sequence, aminoacids):
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# Faz a busca no arquivo gerado pelo analyseSegNew
as
# estruturas PDB referente a combinagédo dos mesmos
#
u=2
aminos =[]
size = len(aminoacids)
for x in range(size):
amino = aminoacids[x]
if amino =="A".
aminos.append('ALA")
elif amino =="'C":
aminos.append('CYS')
elif amino =='D":
aminos.append('ASP")
elif amino =="E":
aminos.append('GLU")
elif amino =="F"
aminos.append('PHE')
elif amino =="'G":
aminos.append('GLY")
elif amino =="H"
aminos.append('HIS")
elif amino =="I":
aminos.append('ILE")
elif amino =='K":
aminos.append('LYS')
elif amino =="L":
aminos.append('LEU")
elif amino =='M":
aminos.append('MET")
elif amino == 'N":
aminos.append('ASN')
elif amino =="'P":
aminos.append('PRO")
elif amino =='Q":
aminos.append('GLN")
elif amino == 'R":
aminos.append('ARG')
elif amino =="'S":
aminos.append('SER’)
elif amino =="T".
aminos.append('THR')
elif amino =="'V":
aminos.append('VAL")
elif amino =="'"W"
aminos.append('TRP")
elif amino =="Y":
aminos.append('TYR')
elif amino =="E":
aminos.append('PCA")
elif amino == 'B":
aminos.append('ASX'")
elif amino =="Z"
aminos.append('GLX")
elif amino =="X"
aminos.append('UNK")
aminos[0]='"N'+aminos|[0]
aminos|[size-1]='C'+aminos[size-1]
# print aminos
arg=[]
# print sequence
# recursiveSearch(0, sequence, arg, aminos)
recursiveSearch2(len(sequence)-1, sequence, arq

kou=0

(phi's e psi's) e retorna

, aminos)
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def recursiveSearch(number, sequence, arq, aminos):

# Chamada do generateStructures que faz a recursao responsavel pela
# geracdo da ordem em que os phi e psi serdo gerad 0s.
#
# len(sequence)):
# print x
global kou
# fory in range(1):

for y in range(len(sequence[number])):
if number+1==len(sequence):
if len(arg)>number:
arg=arq[:number]

# print str(len(arg))+' '+str(numbe r)
arg.append([sequence[number][y][2], sequence[number][y][3],
sequence[number][y][1]])
# print len(arq)
# print arq
generateFilePDB(arg, kou, aminos)
kou=kou+1
else:

if len(arg)>number:
# print len(arq)
# print *foi '+str(kou)
# if len(arg)>number:

arg=arq[:number]
# print str(len(arg))+' '+str(numbe r)
arg.append([sequence[number][y][2], sequence[number][y][3],

sequence[number][y][1]])

recursiveSearch(number+1, sequence, arg, aminos)
# printy

def generateStructuresLines(sequence, aminoacids):
# Faz a busca no arquivo gerado pelo analyseSegNew (phi's e psi's) e retorna
as
# estruturas PDB referente a combinagdo dos mesmos
#
u=2
aminos =]
size = len(aminoacids)
for x in range(size):
amino = aminoacids[x]
if amino =="A":
aminos.append('ALA")
elif amino =="'C".
aminos.append('CYS')
elif amino =='D":
aminos.append('ASP")
elif amino =="E":
aminos.append('GLU")
elif amino == "'F"
aminos.append('PHE')
elif amino =="'G":
aminos.append('GLY")
elif amino =="H"
aminos.append('HIS")
elif amino =="I":
aminos.append('ILE")
elif amino =='K":
aminos.append('LYS")
elif amino =="L"
aminos.append('LEU")
elif amino =="'M"
aminos.append('MET")
elif amino =="'N"
aminos.append('ASN’)
elif amino =="P’
aminos.append('PRO")
elif amino =="'Q":

57



aminos.append('GLN')
elif amino =='R":
aminos.append('ARG')
elif amino =="'S'
aminos.append('SER’)
elif amino =="T"
aminos.append('THR')
elif amino =="V"
aminos.append('VAL")
elif amino =="W"
aminos.append('TRP")
elif amino =="Y"
aminos.append('TYR")
elif amino =="E":
aminos.append('PCA")
elif amino =="B'
aminos.append('ASX")
elif amino =="Z"
aminos.append('GLX")
elif amino =="X"
aminos.append('UNK")
aminos[0]='"N'+aminos|[0]
aminos|[size-1]='C'+aminos[size-1]
# print aminos
arg=[]
# print sequence
# recursiveSearch(0, sequence, arg, aminos)
# recursiveSearch3(0, sequence, arg, aminos)
kou=0
fory in range(1,7):
for u in range(len(sequence)):

g=0
# if sequence[u][g][5]==y:
# arg.append([sequence[u][g][2], seq uence[u][g][3],
sequence(u][g][1]])
# elif sequence[u][g][5]>Y:
# arqg.append([sequence[u][g][2], seq uence[u][g][3],
sequencelu][g][1]])
# else:
while (sequence[u][g][5]<y)and((g+1)<le n(sequence[u])):
print "tinha "+str(sequence[u][g][5 D+ < "+str(y)
g=g+1
print "gerou "+str(sequence[u][g][5 )
arqg.append([sequence[u][g][2], sequence [ullall3],
sequence(u][g][1]])
generateFilePDBeach(arq, kou, aminos)
kou=kou+1
arg=]

def generateFilePDBeach(arq, kou, aminos):
global genFileGlob
if kou==0 or (kou==(1000*genFileGlob)):
save_file = open('structs/leaps'+str(genFi
arquivo = "quit™
save_file.write(arquivo)
save_file.close()
if genFileGlob>0:
os.system('tleap -f structs/leaps'+str
genFileGlob=genFileGlob+1
save_file = open('structs/leaps'+str(genFi
arquivo = "'source leaprc.ff99

else:
save_file = open('structs/leaps'+str(genFi
arquivo =" "

# printarq

save_file = open('structs/leaps'+str(kou)+".in’

HHE L HIFHFFHHEHEFEFFHHR

leGlob-1)+"in', 'a")

(genFileGlob-1)+"in")

leGlob)+".in", 'w")

leGlob)+'.in'", 'a")

W)
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arquivo = "'source leaprc.ff99

arquivo = arquivo+"P_trp"'+str(kou)+" = se
ILE GLN TRP LEU LYS ASP GLY
GLY PRO SER SER GLY ARG

}

#impose P_trp { 1 2 } { { N CA C N ™"+arq[O][0]+"
"+arq[O][1]+" } { C N CA C "+arq[0][2]+"" }

arquivo = arquivo+"
impose P_trp"+str(kou)+" { 1 2 } { { N CAC N -
176.734} {CNCA C-43.980}}
impose P_trp"+str(kou)+" {2 3} { { N CAC N -
178.886 } ™

for x in range(len(arq)):

arquivo = arquivo+"{ C N CA C "+arq[x][

impose P_trp™+str(kou)+™ { "'+str(x+3)+" "
N "'+arq[x][0]+" } { CA C N CA "+arq[x][1]+"

arquivo = arquivo+"{ CN CAC -77.264 } }
impose P_trp™+str(kou)+™ { 19 20} { { N CAC N
171.650}{ CNCA C-78.100}}
SavePdb P_trp™+str(kou)+" structs/t1L2Y"'+str(
Saveamberparm P_trp"+str(kou)+"
structs/t1L2Y"'+str(kou)+".crd
quit

save_file.write(arquivo)

save_file.close()

os.system('tleap -f structs/leaps'+str(kou)+".i
# o0s.system(‘quit)

def removeSeq(sequence, seq):
# remove os arquivos PDB's que devem ser desconsid
# NCBIWWW3f.removeSeq(estrut, '1L2Y"):
r=0
for x in range(len(sequence)):
for y in range(len(sequencel[x])):
try:
while sequence[x][y][0] == seq:
sequence[x].pop(y)
except:
r=r+1

genFileGlob=0
def generateFilePDB(arq, kou, aminos):
global genFileGlob
if kou==0 or (kou==(1000*genFileGlob)):
save_trajin = open('RMSD/tptraj'+str(genFil
arquivo = "trajin structs/t1L2Y"'+str(ko
reference RMSD/1L2Y_01_a.pdb
rms reference out RMSD/rmsd_new"'+str(genFileGlob)

go

save_trajin.write(arquivo)
save_trajin.close()

save_trajin = open('RMSD/tptraj'+str(genFil
arquivo ="

save_trajin.write(arquivo)

save_trajin.close()

save_file = open('structs/leaps'+str(genFil
arquivo = "quit™

save_file.write(arquivo)

save_file.close()

os.system('tleap -f structs/leaps'+str(genF
os.system('ptraj 1L2Y/1L2Y.top RMSD/tptraj'
genFileGlob=genFileGlob+1
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save_file = open('structs/leaps'+str(genFil
arquivo = "'source leaprc.ff99

else:
save_trajin = open('RMSD/tptraj'+str(genFil
arquivo = "trajin structs/t1L2Y"+str(ko

save_trajin.write(arquivo)
save_trajin.close()
save_file = open('structs/leaps'+str(genFil
arquivo =" "
# printarq
arquivo = arquivo+"P_trp"'+str(kou)+" = se
ILE GLN TRP LEU LYS ASP GLY
GLY PRO SER SER GLY ARG

}
#impose P_trp { 1 2 } { { N CA C N ™"+arq[O][0]+"

"+arq[O][1]+" } { C N CA C "+arq[0][2]+"" }

arquivo = arquivo+"
impose P_trp"+str(kou)+" { 1 2 } { { N CAC N -
176.734} {CNCA C-43.980}}
impose P_trp"+str(kou)+" {2 3} { { N CAC N -
178.886 } ™

for x in range(len(arq)):

arquivo = arquivo+"{ C N CA C "+arq[x][

impose P_trp™+str(kou)+" { "+str(x+3)+" "
N "+arq[x][0]+" } { CA C N CA "+arg[x][1]+"

arquivo = arquivo+"{ CN CA C -77.264 } }
impose P_trp™+str(kou)+" {19 20} { { N CAC N
171.650}{CNCAC-78.100}}
SavePdb P_trp™+str(kou)+" structs/t1L2Y"'+str(

save_file.write(arquivo)
save_file.close()
# os.system(‘quit)

def recursiveSearch2(number, sequence, arq, aminos)
# Chamada do generateStructures que faz a recursao
# geracdo da ordem em que os phi e psi serdo gerad

#
# len(sequence)):
# print x
global kou
# fory in range(1):

for y in range(len(sequence[number])):
if number==0:
if len(arg)>len(sequence)-1:
arg=arq[len(arq)-len(sequence)+1
# print str(len(arg))+' '+str(numbe
arg.insert(0,[sequence[number][y][2
sequence[number][y][1]])

# print len(arq)
# print arq
generateFilePDB(arg, kou, aminos)
kou=kou+1
else:

if len(arg)>len(sequence)-number-1:

arg=arq[len(arq)-(len(sequence)

print len(arq)

print 'foi '+str(kou)
if len(arg)>number:

print str(len(arq))+" '+str(numbe

arg.insert(0,[sequence[number][y][2
sequence[number][y][1]])

HHHH®
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# printy

def analysePhiPsi(filename, sequencia, pos):
aminos =]
size = len(sequencia)
for x in range(size):
amino = sequencia[x]
if amino = :
aminos. append(ALA)
elif amino = :
amlnos.append( CYS)
elif amino =='D":
aminos.append('ASP")
elif amino =="E":
aminos.append('GLU")
elif amino == "'F"
aminos.append('PHE')
elif amino =='G"
aminos.append('GLY")
elif amino == "H"
aminos.append('HIS")
elif amino =="I":
aminos.append('ILE")
elif amino =="'K'
aminos.append('LYS")
elif amino =="L"
aminos. append(‘LEU')
elif amino =="'M"
aminos. append( MET")
elif amino =="'N":
aminos.append('ASN’)
elif amino =="P":
aminos. append(‘PRO')
elif amino =="'Q":
aminos. append( GLN")
elif amino =='R":
aminos.append('ARG')
elif amino =='S":
aminos.append('SER’)
elif amino =="'T
aminos.append(‘THR')
elif amino =="V'
aminos.append('VAL")
elif amino =="W"
aminos. append(TRP)
elif amino =="Y"
aminos.append('TYR")
elif amino =="E'
aminos.append('PCA")
elif amino == 'B":
aminos.append(‘ASX')
elif amino =
aminos. append( GLX')
elif amino =
amlnos.append( UNK")
# print aminos

file = open(filename,'r")
lines = file.readlines();
file.close();

sizelines = len(lines)

gerado =]

for x in range(2,sizelines):
if lines[x][7:10]==aminos|[0]:



=1
namino=0
lastx=x
while 1==1:
namino=namino+1
lastx=lastx+1
try:
if lines[lastx][7:10]==aminos[n
if (hnamino+1)==size:
# print 'Esta entre as p
"+str(lastx-1)
gerado.append([lines[la
lines[lastx+pos-size][12:20], lines[lastx+pos-size]
size][30:38]])

# print gerado
I=0

# elif (namino+1)==pos:
# gerado.append([lines]l
lines[lastx][12:20], lines[lastx][21:29], lines[las

else:

I=0
except:
1=0

return gerado
# print lines[2][7:10]

def runprog(sequencia):
seq = fragmenta(sequencia)
| =
for x in range(0,len(seq)):
print x
busca = gblast("blastp", "pdb", seq[x])
busca2 = analyseblast(busca)
# len(busca?)
removesimilar(busca?2)
f = open(seq[x]+".pck", "w")
pickle.dump(buscaz, f)
f.close()
# len(busca?)
l.append(busca?)
f = open(sequencia+".pck", "w")
pickle.dump(l, f)
f.close()
return |

def runprog5(sequencia):
seq = fragmenta(sequencia)
| =
for x in range(0,len(seq)):
print x
busca = gblast("blastp", "pdb", seq[x])
busca2 = analyseblast(busca)
# len(busca?)
removesimilar(busca?)
f = open(seq[x]+"5.pck", "w")
pickle.dump(busca2|[:6], f)
f.close()
# len(busca?)
l.append(busca2[:6])
f = open(sequencia+"5.pck”, "w")
pickle.dump(l, f)
f.close()
return |

def runprog3(sequencia):
seq = fragmenta(sequencia)
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amino]:
osicoes '+str(x-1)+' e

stx+pos-size][7:10],
[21:29], lines[lastx+pos-

astx][7:10],
tx][30:38]])



for x in range(0,len(seq)):
print x
busca = gblast("blastp", "pdb", seq[x])
busca?2 = analyseblast(busca)
len(busca?)
removesimilar(busca?2)
f = open(seq[x]+"5.pck", "w")
pickle.dump(busca?2[:4], f)
f.close()
len(busca?)
l.append(busca2[:4])
f = open(sequencia+"5.pck”, "w")
pickle.dump(l, )
f.close()
return |

def runprog4(sequencia):

seq = fragmenta(sequencia)
=1
for x in range(0,len(seq)):
print x
busca = gblast("blastp", "pdb", seq[x])
busca2 = analyseblast(busca)
len(busca?)
removesimilar(busca?2)
f = open(seq[x]+"5.pck", "w")
pickle.dump(busca2[:5], f)
f.close()
len(busca?)
l.append(busca2[:5])
f = open(sequencia+"5.pck”, "w")
pickle.dump(l, f)
f.close()
return |

def runprog2(sequencia):
seq = fragmenta(sequencia)
I=1
for x in range(0,len(seq)):
print x
busca = gblast("blastp", "pdb", seq[x])
busca2 = analyseblast(busca)
len(busca?)
removesimilar(busca?2)
f = open(seq[x]+"5.pck", "w")
pickle.dump(busca2|[:3], f)
f.close()
len(busca?)
l.append(busca2][:3])
f = open(sequencia+"5.pck”, "w")
pickle.dump(l, )
f.close()
return |

def calcula(seq):
g=1
for x in range(len(seq)):
if int(len(seq[x])) != int(0):
g=g*(len(seq[xI]))
print int(len(seq[x]))
return g
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