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RESUMO

Um dos principais desafios da Bioinformatica Estrutural ¢ entender como a informacao
decodificada em uma sequéncia linear de aminoacidos, ou estrutura primaria de uma proteina,
possibilita a formacdo de sua estrutura tridimensional. Muitos algoritmos buscam propor solucdes
para o problema complexo da classe NP-completo. Dentre eles, estd o método CReF (Central
Residue Fragment-based method) que realiza a predi¢do da estrutura 3D aproximada de proteinas
ou polipeptidios. O método usa técnicas de mineracdo de dados para agrupar dados de estruturas,
apresentando boa predicdo de estruturas secundarias, bom desempenho em maquina de baixo custo,
mas enfrenta problemas na predicao das regides de voltas e alcas e na usabilidade. Valorizando as
caracteristicas diferenciadas do método e buscando sua evolucdo, este trabalho prop6s-se a realizar
melhorias no CReF. Apds uma etapa inicial de entendimento e adaptacdes para tornar a ferramenta
executavel na situacdo atual dos bancos de dados e ferramentas de apoio, foram identificadas duas
categorias de melhorias. As melhorias técnicas tiveram por objetivo automatizar a ferramenta,
adapta-la ao ambiente e ao usuario enfatizando usabilidade. Para melhorias no método realizaram-
se testes com variacdo na quantidade de grupos identificados na etapa de mineracao de dados com o
algoritmo Expectation Maximization (EM) no Weka. Os testes indicaram que as melhores
conformac0es iniciais eram obtidas com quatro e seis grupos, assim, optou-se por permitir ao
usuario a escolha dos grupos a considerar. Um novo mapeamento do mapa de Ramachandran
indicou ajustes que foram corrigidos e decidiu-se descartar grupos identificados nas regides ndo
permitidas na analise do resultado da mineracdo de dados. A nova versdao do CReF, gerada pela
implementacdo dessas melhorias, também padronizou o método de predicdo de estrutura
secundaria, passando a utilizar o método Porter. Como consequéncia, as regras para escolha do
grupo resultante da mineracdo a representar cada aminoacido foram adaptadas e ampliadas para
atender novas situacfes. A nova versdo manteve o desempenho de predicdo e execucéo iniciais do
CReF, entretanto, manteve o problema das voltas e algas. Este problema de otimizacao das regides
de voltas e alcas foi enderegado por meio do desenho e aplicacdo de um protocolo de refinamento,
baseado em simula¢Ges pelo método da dindmica molecular, o qual apresentou um resultado

expressivo para a proteina alvo de codigo PDB 1ZDD.

Palavras-chave: Bioinformatica, predicdo de estrutura 3D de proteinas, mineracdo de
dados, refinamento de estruturas proteicas, simulacéo por dindmica molecular, predicdo de estrutura
2D.



ABSTRACT

One of the most important problems in Structural Bioinformatics is to understand how the
information coded in linear sequence amino acids, or primary structure, is translated into the three-
dimensional structure of a protein. Many algorithms proposed solutions to this complex problem of
NP-complete class. One of them is the CReF method (Central Residue Fragment-based) which
makes prediction of approximate 3-D structure of proteins and polypeptides. The method uses data
mining techniques to group data structures, showing good secondary structure prediction, good
performance at low machine cost, but has problems in the prediction of turns and loops regions and
usability. Valuing the different characteristics of CReF and seeking to evolve it, this work proposes
improvements to CReF. After the initial stage of understanding the tool and making changes to turn
it executable on the current state of data banks and support tools, two categories of improvements to
make were identified. The technical improvements aimed to automate CReF, adapting it to the
environment and emphasizing usability. In the method’s improvements variations on the amount of
groups were tested for data mining with the Expectation Maximization algorithm in Weka. Tests
indicated that the best results for the initial conformation were for four and six groups, hence we
decided to allow the user to select the amount of groups. A new mapping of the data in the
Ramachandran plot indicated some problems that had to be fixed. In the analysis of data mining
results, we decided that groups in regions not allowed would be discarded. The new version of
CReF generated by the implementation of these improvements standardized the method of
secondary structure prediction to use Porter. As a consequence, the rules of selection of data mining
groups to represent each amino acids have been changed and extended. The new version has the
same initial performance of CReF in prediction and execution, however, the problem of correct
predictions of turns and loops remained. This problem was addressed through a refinement
protocol, based on simulations by the molecular dynamics method, which presented a significant

result for the target protein 1ZDD.

Keywords: Bioinformatics, three-dimensional protein structure prediction, data mining,

refinement of protein structures, molecular dynamics simulations, secondary structure prediction.
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1. Introducéao

A Bioinformética ¢ uma ciéncia interdisciplinar, na qual todos estdo engajados em
desvendar o mistério da vida: 0 genoma. Com este objetivo os projetos Genoma, dentre outros, tém
gerado um volume impressionante de dados bioldgicos nos ultimos tempos (Cochrane e Galperin,
2010). Esses dados, armazenados em bancos de dados, foram organizados de forma a permitir aos
pesquisadores a realizacdo de buscas e submissdo de dados (Luscombe et al., 2001). Ferramentas e
recursos foram desenvolvidos para diversas tarefas de analise desses dados (Luscombe et al., 2001).

Vencida a etapa de desenvolvimento e de melhoria dessas ferramentas, o que permitiu uma
maior confiabilidade e disponibilidade das informacdes, apresenta-se agora uma nova etapa: a
construcdo do conhecimento. Isso compreende interpretar e atribuir significado aos dados, gerando
conhecimento (Prosdocimi et al., 2002). Essa nova fase tem sido chamada de “Era P6s-Genomica”
e seu fruto € o proteoma que mapeia uma determinada funcdo a uma proteina. Essa informacgao
torna-se um instrumento poderoso para identificagdo de mecanismos celulares e a descoberta de
novos farmacos mais eficientes e especificos (Desenvolvimento Racional de Farmacos) (Mandal,
2009). Um dos principais repositérios e fonte dessas informacGes € o Protein Data Bank (PDB), o
mais volumoso banco de dados com informacGes de proteinas (Berman et al., 2000).

No processo de descoberta das funcdes de cada proteina, a identificacdo de sua estrutura
tridimensional (3D) tem papel de destaque. A estrutura terciéria é obtida de forma mais eficaz por
meio de experimentos, mas estes sdo caros, de dificil execucdo e possuem limitagdes técnicas
(Prosdocimi et al., 2002). Alternativamente a esta abordagem, é possivel prever a conformacéo de
uma proteina comparando-a com outra proteina homéloga de estrutura 3D conhecida (Prosdocimi et
al., 2002). A modelagem por homologia, “baseada no conhecimento”, ¢ um dos recursos mais
eficientes para esta tarefa (Lesk, 2008; Prosdocimi et al., 2002; Marti-Renom et al., 2000). Ainda
assim, a modelagem de proteinas é uma técnica heuristica. Mesmo atendendo a todas as restrigoes,
ndo ha garantias de que seja a estrutura correta. A relacdo entre estrutura e fungdo da proteina é
complexa. Proteinas com estruturas semelhantes podem estar associadas a funcGes diferentes e vice-
versa (Lesk, 2008). Este ¢ mais um dos “mistérios” instigantes que a Bioinformatica dispde-se a
decifrar: como a informagdo codificada numa sequéncia de aminoécidos ajuda a predizer qual a
estrutura 3D de uma proteina? Muitos estudos buscam responder a esta pergunta, por exemplo:
Dong et al., 2009; Kundrotasa et al., 2008; Lai et al., 2004; Rajgaria et al., 2010. Dentre estes
estudos também esta o de Dorn e Norberto de Souza (2008).

Dorn e Norberto de Souza (2008) propuseram um novo método para predicdo aproximada
de estrutura tridimensional de proteinas, o0 CReF (Central Residue Fragment-based method). Os
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resultados promissores que ele apresentou serviram como incentivo para a manutencao e a evolugédo
do método CReF. Nesse sentido este trabalho implementou melhorias no método CReF buscando
manter suas principais caracteristicas e para aprimorar sua execucao por meio da sua automatizacao
e de um processo de refinamento.

Para atender a este objetivo o trabalho comeca com a revisdo de alguns conceitos
importantes, como a Bioinformatica Estrutural no capitulo 2 e, no capitulo 3, as proteinas e sua
organizacdo estrutural. O capitulo 4 traz uma revisdo sobre o método CReF indicando o seu
propdsito e apresentando as nove etapas que o compde. As melhorias técnicas e as aplicadas a
metodologia que deram origem a uma nova versdo da ferramenta sdo descritas no capitulo 5. Este
capitulo também trata sobre o problema da otimizagdo das regides de voltas e algas em proteinas.
Os experimentos realizados com a nova versdo do CReF sdo apresentados no capitulo 6. Além
disso, o capitulo apresenta o conjunto de proteinas teste considerado, o seu critério de escolha e 0s
materiais e métodos utilizados no desenvolvimento desta disserta¢cdo. O desempenho da ferramenta
é analisado e uma discussdo sobre o refinamento das conformages iniciais geradas pela nova
versdao tem inicio também neste capitulo. Por dltimo, no capitulo 7, sdo apresentadas as
consideracOes finais e as principais contribuicGes desta dissertacdo, assim como, sdo indicados

trabalhos que podem ser realizados futuramente com base neste estudo.
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2. Bioinformatica estrutural

A Biologia deu grandes passos apoiada por outras &reas, uma delas foi a Quimica. Essa
conjuncéo deu origem a Bioquimica. A necessidade de explicar os fendbmenos em nivel atbmico deu
origem a Biofisica, e dessa mesma forma e unindo diferentes areas surgiu a Bioinformatica com
especial contribuicdo da Ciéncia da Computacdo. O trabalho colaborativo entre as diferentes areas
traz beneficios para ambas as ciéncias (Cohen, 2004). Cohen em 2004, dizia que o trabalho com
bidlogos inspiraria os cientistas da computacdo a fazerem descobertas que melhorariam também a
Ciéncia da Computacdo. Analisando o cenario atual pode-se dizer que ele estava certo. A
Computacdo tem apoiado fortemente a Biologia e tornou-se um recurso essencial para a
manutencdo de diversos recursos, como acesso via web e programas para analises e
processamentos, e também para a solucdo e a compreensdo dos desafios. Areas interdisciplinares
como esta exigem esforcos e disposicdo dos envolvidos para compreender o ponto de vista do
colega de outra area, para que assim seja possivel construir uma teoria ou uma solucdo para um
problema. As habilidades essenciais a cada area precisam ser consideradas e adaptadas para se
atingir o objetivo principal.

O crescimento e a abrangéncia dos projetos biolégicos em todo o mundo criaram
necessidades de andlise e armazenamento de grandes volumes de dados e a disponibilizacdo dessas
informagBes para acesso publico. Na era po6s-genbmica, a protedbmica juntamente com o
entendimento estrutural e funcional das proteinas tem sido o foco dos estudos (da Silveira, 2005).
Esses estudos permitiram a separacao, identificacdo e caracterizacdo das proteinas (Dorn e Norberto
de Souza, 2010; Lesk, 2008) e o préximo desafio da bioinformética € a predicdo da sua estrutura
tridimensional (da Silveira, 2005). O aumento do volume de informagles sobre estruturas
tridimensional (3D) obtidas por meio de experimentos estimulou a criagdo de uma sub-disciplina na
Bioinformatica: a Bioinformatica Estrutural.

Bioinformatica Estrutural é a conceituagdo da biologia em termos de moléculas, no sentido
fisico-quimico, e a aplicacdo de técnicas de informatica (derivadas de disciplinas como:
matematica, ciéncia da computacgéo e estatistica) para entender, organizar e explorar a informagéo
estrutural associada a essas moléculas em grande escala (Luscombe et al., 2001). Em outros termos
corresponde a intersec¢do de trés grandes areas: a Bioinformatica, a Modelagem Molecular e a
Biologia Molecular Estrutural. Seu principal foco € em representacdo, armazenamento, recuperacao,

analise e visualizacdo da informacéo estrutural das proteinas (da Silveira, 2005).
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Sabe-se que a funcdo de uma proteina €, em grande parte, determinada pela sua estrutura
3D e ndo por sua sequéncia de aminoacidos apenas. A estrutura de uma proteina é peca de um
interessante quebra-cabeca chamado proteoma. Quando uma proteina se dobra os residuos
importantes orientam-se em posic¢des corretas para formar as regides funcionais (Lesk, 2001). A
maioria dessas regides funcionais serve de ligacdo a outras moléculas. Proteinas pertencentes a uma
mesma familia e, mesmo ndo apresentando grande similaridade entre suas sequéncias, conservam a
mesma estrutura 3D (Lesk, 2001). Muito mais importante do que o percentual de identidade entre
duas sequéncias é a identidade de residuos-chave, 0s quais Sdo 0s principais responsaveis pela
funcdo da proteina. Por isso, a anélise pura da sequéncia nao pode ser levada em consideracdo a fim
de evitar conclusdes erradas sobre a funcdo. Nesse sentido faz-se importante conhecer a estrutura
tridimensional de uma proteina para determinar a sua fungédo. Esse cendario apresenta outro desafio
que € como predizer corretamente estruturas 3D para novas proteinas obtidas a partir de projetos

genoma, por exemplo. Para isso é necessario compreender bem como se organizam as proteinas.

2.1  Resumo do capitulo

Neste capitulo foi apresentada a conceituacdo de Bioinformatica Estrutural e o seu
contexto nesta dissertacdo. Este conceito e aqueles envolvidos com proteinas e sua estruturacédo, a

serem apresentados no capitulo seguinte, comp&em o embasamento tedrico deste trabalho.
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3. Proteinas e sua organizacao estrutural

As proteinas sdo polimeros longos compostos pela combinacdo de aminoacidos e que
apresentam um esqueleto repetitivo uniforme com uma cadeia especifica para cada um dos 20
aminoacidos existentes. Mesmo sendo moléculas grandes, apenas uma pequena porcao da estrutura
das proteinas funciona de maneira precisa (o sitio ativo). O restante da estrutura tem o papel de criar
e manter relacfes espaciais entre os residuos do sitio ativo (Lesk, 2008).

A sequéncia de aminoacidos forma uma cadeia polipeptidica por meio de um processo de
condensacdo e entre os aminoacidos ocorrem ligacdes peptidicas. Em ambiente nativo uma cadeia
polipeptidica adota uma estrutura tridimensional (3D) Unica ou conformagdo nativa. Essa
conformacdo determina a funcdo da proteina na célula (Baxevanis e Ouellette, 2005; Branden e
Tooze, 1998), dentre elas estdo: proteinas estruturais, proteinas que catalisam reagdes quimicas
(enzimas), proteinas de transporte e de armazenamento (hemoglobina), proteinas reguladoras
(hormonios), proteinas que controlam a transcricdo génica, proteinas envolvidas em reconhecimento
(anticorpos), etc. (Lesk, 2008). O conhecimento da estrutura 3D implica no conhecimento da sua
funcéo e com este conhecimento é possivel influenciar a acdo da proteina no organismo por meio de
farmacos ou drogas.

A maioria das cerca de 77.400 estruturas 3D conhecidas atualmente (conforme dados do
PDB em novembro de 2011) foi determinada por cristalografia por difragdo de raios X ou por
ressonancia magnética nuclear. A partir dessas estruturas foi construido o conhecimento sobre as
funcbes individuais e dos principios gerais de estrutura e enovelamento de proteinas (Lesk, 2008).
O enovelamento é o processo que faz com que a proteina atinja sua conformacéo no estado nativo.
Os principais fatores desse processo sdo a sequéncia de aminoacidos e 0 seu ambiente.

Nessa se¢do pretende-se apresentar 0s principais conceitos relacionados a proteinas e sua

organizacéo estrutural.

3.1 Aminoacidos

As proteinas sdo formadas por unidades menores: os aminoacidos. Quimicamente um
aminoacido compde-se de um atomo de carbono central denominado Ca que possui quatro ligantes:

um grupamento amino (—NH>), um grupamento carboxilico (-COOH), um atomo de hidrogénio (H)
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e um grupamento organico R também chamado de cadeia lateral ou radical (Voet e Voet, 2006).

Essa estrutura apresenta-se na Figura 1:

Cadeia
R Lateral
Grupo I
Amino
H,N— C — COOH
Grupo
| Carboxilico
Carbono @ H

Figura 1 — Estrutura quimica de um aminoacido.

A cadeia lateral caracteriza as propriedades fisico-quimicas de cada um dos 20 diferentes
aminoacidos. Por convencao internacional, os aminoacidos séo identificados por abreviacGes de trés
letras (derivadas dos nomes em inglés) ou por um codigo de uma letra (Lehninger et al., 2002; Voet
e Voet, 2006). A tabela a seguir apresentara as abreviaturas, a estrutura quimica e os angulos da

cadeia lateral de cada aminoacido:

Tabela 1 — Classificacdo e informacgdes dos aminoacidos.

Aminoacido | Estrutura Quimica | Nimero Angulos y da cadeia lateral
Apolares
Alanina coU pél
Ala *H;N—cll—H
A CHy
Fenilalanina ' X1, X2
Phe HN—
F i

Glicina N&o possui cadeia lateral
Gly oo
G +H3N—?—H
H
Isoleucina poa A1, X2
*HyN—C—H
lle HN—1
| e
CHe
)
CHy
Leucina had A1, X2
HHyN—C —H
Leu Ho i
L e
CH
Mo o

Continua na préxima pagina



Aminoéacido Estrutura Quimica | Nimero angulos y da cadeia lateral
Metionina ) m—zo—i X1, X2, X3
Met " -
M .
=1
|
CHy
Prolina oad Cadeia principal
Pro e =™
p HeOw O
Fie
H GO0
TrlglE(r)fano -, _‘% - X1, %2
W ¢
Mo
N
Valina coc Y1
Val FHN _.,;r; —H
Vv £H
HC” oM
Polares
Asparagina EW Y1, %2
Asn R
" N
Hn” Yo
Cisteina Foo Y1
Cys L
C Oz
SH
Glutamina ioo' Y1, %2, X3
Gln s )
Q e
Z"E
HEN" Q“‘c:
Serina oo Y1
Ser e
S H—cl:—OH
H
Tirosina . N_Z‘i X1, %2
Tyl‘ - éHe
Y
OH
Treonina io"' Y1
Thr THN— ,L_H
T H— I—OH
CHy

Continua na préxima pagina
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Polares Basicos

Aminoacido Estrutura Quimica | Numero dngulos y da cadeia lateral
Arginina b XL, X2, X3, X4
Arg L
R i
il
o
e
Nk
Histidina e X1, %2
i .. L.
H LK
| =
/
HC_H
Lisina %N_z‘j X1, %2, X3, X4
Lys G:JHe
K U
e
o

MHz+

Polares Acidos

Acido Aspartico goo X1 X2
Asp FHzN—C—H
D e
Lela e
Acido Glutamico e X1, %2, %3
Glu v
E e
CHe
boor
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Segundo Lehninger (2002), a natureza quimica dos grupos R (cadeia lateral) ainda

classifica os aminoacidos em quatro grupos:

Apolares: a cadeia lateral desses aminoacidos ndo tem a capacidade de receber ou doar

protons, de participar de ligagdes idnicas ou de formar pontes de hidrogénio (Champe et al.,

2006). Contudo apresenta uma propriedade oleosa que favorece as interagdes hidrofobicas e

contribuem na estabilizacdo da estrutura e, por ser estritamente hidrofébica e apolar, ndo se

dissolve na &gua. Nas proteinas, as cadeias laterais apolares tendem a agrupar-se no seu

interior. 1sso é explicado pelo fenbmeno da hidrofobicidade que faz com que esse grupo

preencha o interior da proteina compondo sua forma tridimensional (Champe et al., 2006).

Apesar de ser apolar, a glicina ndo contribui para a existéncia de interacdes hidrofobicas. No

caso da prolina, seu grupo amino secundério apresenta uma conformacéo rigida o que reduz

sua flexibilidade estrutural.
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e Polares: abrange aminoacidos nao carregados, mas polares cujo tipo de cadeia lateral
permite participar na formag&o de pontes de hidrogénio (Champe et al., 2006). Aminoacidos
deste tipo sdo mais sollveis em &gua do que os ndo-polares, pois possuem grupos funcionais

que formam ligacdes de hidrogénio com a &gua.

e Polares Basicos: as cadeias laterais basicas sdo aceptoras de protons. As cadeias laterais da
lisina e da arginina em pH fisiol6gico apresentam-se ionizadas positivamente. Ja a histidina
é fracamente bésica e seu aminodcido livre ndo tem carga em pH fisiologico (Champe et al.,
2006). Em contrapartida a isso, quando a histidina € incorporada a uma proteina sua cadeia
lateral pode apresentar carga positiva ou neutra dependendo do ambiente ibnico

proporcionado pela cadeia polipeptidica (Champe et al., 2006).

e Polares Acidos: sdo doadores de protons e apresentam-se ionizados negativamente em pH
neutro (Champe et al., 2006).

A compreensdo das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos é importante, pois estas
propriedades contribuem para que a proteina encontre estabilidade em seu estado nativo (Lehninger
etal., 2002).

3.2 Ligacdo peptidica e &ngulos de torcao

Uma sequéncia linear de aminoacidos ligados contém a informacéo necessaria para indicar
a forma tridimensional de uma proteina. Essa ligacdo gera um polimero ou cadeia polipeptidica que
é formado quando as proteinas se ligam de forma sequencial e covalente. Essa ligacdo, chamada de
ligacdo peptidica, ocorre entre o &tomo de carbono (C) de um aminodcido e o0 &tomo de nitrogénio
(N) de outro aminoacido (Voet e Voet, 2006). As ligacdes peptidicas ndo sdo rompidas facilmente,
€ necessaria uma exposi¢do prolongada a um &cido ou a uma base forte em elevadas temperaturas
para que essas ligacOes sejam hidrolisadas de forma ndo-enzimatica (Champe et al., 2006). Essa
reacdo gera como co-produto agua, formando-se a partir do —OH da carboxila de um aminoécido e
de um atomo H do grupo —NH, do outro aminoacido (Voet e Voet, 2006). A Figura 2 a seguir

representa este processo:
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Aminoacido 1 H Aminoacido2 H

Agua

Dipeptideo

Figura 2 — Ligacdo peptidica: dois aminoacidos se ligam entre o &tomo C da carbonila do primeiro
e 0 &tomo N da amina do segundo, ocorrendo uma desidratacdo que libera dgua e forma-se a ligagéo
peptidica (figura adaptada de (Answers.com, 2011)).

Muitos aminoacidos associados por ligacdes peptidicas compdem uma cadeia ndo
ramificada chamada de polipeptideo, onde cada aminoéacido é denominado de residuo (Champe et
al., 2006). Ao longo de uma cadeia apresenta-se um padrdo que ndo se altera formado pelo conjunto
—N-Ca—C, chamado de cadeia principal da proteina. A dire¢do dessa cadeia ¢ dada a partir do
grupamento amino (N-terminal) até o grupamento carboxila terminal (C—terminal) (Voet e Voet,
2006). Essa convencao € usada para numerar os residuos de uma sequéncia. Essa convencéo facilita
a analise de diversas caracteristicas da sequéncia proteica.

Os grupos peptidicos, com poucas exce¢des, assumem uma configuracado tal que os atomos
Ca sucessivos ficam em lados opostos da ligacdo peptidica que os une. Essa e outras observactes
indicam que o esqueleto de uma proteina compfe-se de uma sequéncia de grupos peptidicos
planares rigidos e ligados (Voet e Voet, 2006). Assim, o enovelamento da proteina ou o
enovelamento do esqueleto polipeptidico depende dos &ngulos de tor¢do que essa cadeia pode
assumir. A rotacdo somente € permitida nas ligacdes simples de todos os residuos: N-Ca e Ca—C
(exceto prolina) (Lesk, 2008). O enovelamento de uma proteina ¢ dado pelos angulos ¢ (phi) e v
(psi) dessas ligacGes e pelo angulo o (6mega) de rotacdo em torno da ligacdo peptidica (Lesk,
2008). Os valores dos angulos ¢ e y podem variar de -180° a 180°. O &ngulo diedro ® representa a
rigidez e a planaridade de uma ligagéo peptidica e indica a rotagdo em torno da ligacao entre o C da
carboxila e o N da amina. Este angulo néo é livre para rotar, em virtude disso seus angulos de

torcdo variam proximos a 0° (cis) e a 180° (trans). Isso ocasiona uma restricdo importante no
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numero de conformacgdes que uma proteina pode adotar. Os maiores responsaveis pela tor¢ado da
cadeia principal € o dupleto (¢ e y). Devido a maior liberdade de tor¢do desses angulos, pequenas
mudancas podem resultar em alteracdes significantes na conformacdo (Dorn, 2008). Uma
conformacdo totalmente estendida € obtida quando esses angulos sdo fixados em 180° (Voet e Voet,
2006). Os angulos ¢, vy e o (tripleto) da cadeia principal representam de forma Gnica a conformacéo
de uma proteina (Dorn, 2008).

Figura 3 — Representacao esquematica de um peptideo identificando os angulos de tor¢do da cadeia
principal ¢i, yi e o; (Lesk, 2001).

A cadeia lateral também apresenta angulos de tor¢do que interferem na conformacdo da
cadeia principal e auxiliam na estabilidade da molécula. A analise estatistica do padrdo
conformacional dos angulos de cadeias laterais com estruturas determinadas experimentalmente
produziu bibliotecas de rotameros que indicam a conformacéo preferencial das cadeias laterais. As
bibliotecas podem ser dependentes ou ndo da estrutura primaria. Nas bibliotecas independentes, 0s
angulos y (qui) sdo classificados sem considerar a estrutura regular (hélice ou folha) onde o
aminoacido aparece e nas bibliotecas dependentes isso é considerado. A biblioteca de rotameros
Dunbrack (Dunbrack e Karplus, 1993) é a mais utilizada. Essas bibliotecas sdo importantes na
otimizacdo de modelagens para indicar uma atribuicdo correta de angulos de torcdo as cadeias
laterais. Uma atribuicéo incorreta pode ocasionar choques estereoquimicos entre &tomos da cadeia

principal e da cadeia lateral e, consequentemente, a proteina assumirad uma conformacéo indevida
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(Voet e Voet, 2006). A demonstracdo grafica dos valores proibidos e permitidos para esses angulos
de torcdo é apresentada no Mapa de Ramachandran (Ramachandran e Sasisekharan, 1968).

Os angulos de torcdo y ocorrem em namero diferente e dependem do tipo de residuo de
aminoacido. A tabela a seguir apresenta um resumo do que foi apresentado em uma das colunas da

Tabela 1 sobre as cadeias laterais:

Tabela 2 — NUmero de angulos y presentes em cada aminoacido.

Residuo Numero de dngulos ¥
Ala, Gly, Pro Cadeia principal
Cys, Ser, Thr, Val Y1
Asn, Asp, His, lle, Leu, Phe, Trp, Tyr X1, X2
GlIn, Glu, Met X1, %2, %3
Arg, Lys X1, %2, %3, X4

3.3 O diagrama de Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran

A conformacdo de uma proteina pode ser descrita, quantitativamente, em termos dos
angulos internos de rotacdo em torno das ligacGes entre os &tomos da cadeia principal (Figura 3). As
conformacOes estericamente proibidas sé@o aquelas onde qualquer distancia interatbmica entre
atomos ndo-ligados é menor que a distancia de van der Waals correspondente. Essas informac6es
foram descritas pela primeira vez por V. Sasisekharan, C. Ramakrishnan e G. N. Ramachandran no
que é hoje conhecido como mapa de Ramachandran (Voet e VVoet, 2006 e Figura 4).

O mapa apresenta a variagdo possivel dos angulos ¢ (phi) e v (psi), de -180° a 180°. O
angulo de tor¢do 6mega (®), em torno da ligagdo peptidica, normalmente assume o valor de 180°
(conformacdo trans) e, ocasionalmente (frequentemente, antes de um residuo de prolina) o = 0°
(conformacao cis) (Lesk, 2001). As regides do mapa que identificam as conformacgdes permitidas
dependem do raio de van der Waals escolhido para calcula-las (\Voet e Voet, 2006). Em termos de
enovelamento, as regides do mapa representam padrfes de tor¢do da cadeia polipeptidica para

elementos da estrutura secundaria como folhas 3 e hélices a (Voet e Voet, 2006).
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Psi [graus)

Fhi [graus)

Figura 4 — Mapa de Ramachandran: regido mais favoravel em vermelho, regido permitida em
amarelo, regido ainda aceitdvel em amarelo claro e regido ndo permitida em branco. O canto
superior em vermelho trata-se de regido favoravel para folhas B ¢ no centro direito ¢ esquerdo em
vermelho para hélices o, respectivamente. Modelo adotado por Thornton e colaboradores
(Laskowski et al., 1993).

A figura anterior foi produzida pelo programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993), para
definir regides permitidas e proibidas ele usa a estrutura cristalografica de 118 proteinas resolvidas
numa resolucdo melhor que 2,00 A. As regides ndo permitidas podem ser ocupadas pela glicina, ja
que sua cadeia lateral tem apenas um atomo de hidrogénio e isso permite maior flexibilidade para os
angulos phi e psi (Lesk, 2001).

As regides do mapa de Ramachandran também estdo associadas a conformagdes de
residuos, isso é especificado pela nomenclatura de A. V. Efimov (Efimov, 1993) conforme

demonstrado na Figura 5:

(
\
-180) | N

Figura 5 — Defini¢Ges dos estados conformacionais no mapa de Ramachandran segundo A. V.
Efimov (Lesk, 2001).
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A nomenclatura indica regides do mapa para as conformacdes:
- B: folhas B;

- a: hélices a;

- a.: hélices a & esquerda;

- y: volta y;

- & Voltag;

- &: volta d;

3.4  Hierarquia estrutural das proteinas

A alta complexidade da estrutura proteica foi melhor compreendida a partir da analise em
quatro niveis hierarquicos: estrutura primaria, estrutura secundaria, estrutura terciaria e estrutura
quaternaria. Essa analise mostrou que certos elementos repetem-se numa ampla variedade de
proteinas, isso sugere a existéncia de regras que determinam como as proteinas se organizam
(Champe et al., 2006). Esses elementos sdo combinados das formas mais simples até as mais

complexas em dominios e, por isso, € importante compreender do que consistem estas estruturas.

Estrutura primaria: é a prdpria sequéncia linear de aminoécidos ligados através de

ligacdes peptidicas.

Estrutura secundaria: sdo os padrBes regulares nas estruturas das proteinas. Essa
regularidade na conformacéo espacial mantém-se pelas ligacdes de hidrogénio entre os hidrogénios
dos grupos amino e 0s oxigénios dos grupos carboxilicos de outros aminoacidos (Voet e Voet,
2006). Hélices a e folhas B sdo as conformagdes mais comuns. Além destas, ha estruturas aleatorias
com a fungdo de conectar as estruturas secundarias regulares, como a volta e a alga (Voet e Voet,
2006).

A hélice o apresenta uma estrutura helicoidal, que consiste de um esqueleto polipeptidico
em espiral no centro e com as cadeias laterais dos aminoacidos estendendo-se para fora do eixo
central para evitar a interferéncia estérica entre si (Champe et al., 2006). A figura a seguir apresenta

este esqueleto:
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Figura 6 — Hélice a mostrando o esqueleto peptideo (figura adaptada de (Machine, 2011)).

Na Figura 6 anterior também se observam as pontes de hidrogénio entre os atomos de
oxigénio e de hidrogénio que estabilizam a formacdo de uma hélice o (Champe et al., 2006). As
pontes de hidrogénio estendem-se na espiral e sdo ligacbes individualmente fracas, mas em
conjunto tem a funcdo de estabilizacdo (Champe et al., 2006). Em torno de 3,6 aminoacidos
compdem uma volta completa de uma hélice, portanto, os residuos separados por outros trés ou
quatro residuos na sequéncia primaria ficam espacialmente proximos quando dobrados na hélice
(Champe et al., 2006). As ligacdes de hidrogénio podem acontecer entre o residuo i e o residuo i +
4, analisando este padrdo de ligacdo verifica-se que sdo envolvidos 13 4tomos da cadeia principal.
Essa caracteristica fixa da hélice deu origem a uma notac¢do alternativa para sua representacao:
hélice 3,613. Esta notacdo indica que na hélice a hd 3,6 residuos por volta e 13 atomos entre as
ligagcdes de hidrogénio (Lesk, 2008).

Existem ainda outras duas hélices possiveis, mas menos comuns que a hélice a. A hélice
310 que tem trés voltas e 10 atomos da cadeia principal entre as ligagfes de hidrogénio que envolve

a carbonila do residuo i com o nitrogénio do residuo i + 3. E a hélice Pi, com a notacao 4,46, que
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tem 4,4 residuos por volta e 16 atomos entre as ligacdes de hidrogénio que envolve o residuo i e 0
residuo i +5 (Lesk, 2001).

Hélice Pi Hélice Alfa Hélice 31p

Figura 7 — Representacdo dos diferentes tipos de hélices. Neste desenho foi usada a representacéo
CPK para os atomos e a hélice foi desenhada passando pelos atomos da cadeia principal. Figura
gerada com o software PyMOL 1.2r1 (Delano, 2002).

A estrutura de uma hélice a pode ser comparada a uma mola em equilibrio (hélice do
centro na Figura 7), onde ndo sdo aplicadas forcas. Ao se comprimir uma hélice a, ha um
encolhimento da mola, o que resulta numa hélice Pi (hélice a esquerda). Ja o estiramento dessa
mola, gera uma hélice 3;o (hélice a direita) (Lesk, 2001). Essas estruturas também apresentam

diferencas nos angulos de torcéo:

Tabela 3 — Angulos de torcdo para tipos de hélices (Lesk, 2001).

Tipo de Hélice [0} T} o
hélice a -57,0 -47,0 180
hélice 310 -49,0 -26,0 180
hélice = -57,1 -69,7 180

Propriedades diferentes influenciam diferentes sequéncias de aminoécidos a formar hélices
a. Os residuos de aminoécidos mais propicios a formar hélices sdo: alanina, glutamina, metionina,
lisina e leucina. Enquanto isso, os residuos prolina, isoleucina, glicina e serina dificilmente sdo
encontrados em hélices a. O numero total de aminoacidos em uma hélice a varia entre 5 e 40
residuos, as helices com 10 residuos sdo as mais frequentes (Lesk, 2001).

Diferentemente da estrutura helicoidal das hélices, as folhas B compdem-se de duas ou

mais cadeias peptidicas (fitas f) ou segmentos de cadeias polipeptidicas que se apresentam em
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zigue-zague e arranjadas lado a lado assemelhando-se a uma série de fitas (Lehninger et al., 2002).
A folha B também pode ser chamada de “folha B pregueada” devido a sua aparéncia. Numa folha 3
todos os componentes da ligacdo peptidica envolvem-se em pontes de hidrogénio (Champe et al.,
2006). Suas cadeias adjacentes podem ser paralelas ou antiparalelas e, nesses casos, 0s padrdes das
ligacGes de hidrogénio séo diferentes (Pauling e Corey, 1951).

(B) Folha g antiparalela

(A) Folha p paralela

Figura 8 — Representagdo da folha B: em (A) folha paralela e em (B) folha antiparalela. A primeira
representacdo mostra o padrdo das ligacbes de hidrogénio em cada tipo de folha: perpendiculares
em relacdo ao esqueleto na folha paralela e paralelas na folha antiparalela. A segunda representacao
usa vetores para representar as fitas que formam a folha (figura adaptada de (Al-Karadaghi, 2011) e
(Biochemistry 462a, 2011)).

Nas proteinas globulares, as folhas B podem ser constituidas de duas a 15 fitas, sendo
encontradas em média seis fitas. As cadeias das folhas B, tipicamente, apresentam até 15 residuos
de extensdo e uma média de seis residuos na cadeia. Observou-se que folhas paralelas com menos
de cinco residuos sdo raras, isso indica que as folhas antiparalelas sdo mais estaveis que as folhas
paralelas (Voet e Voet, 2006). Esse fato deve justificar-se pelas ligacdes de hidrogénio que, quando
comparadas a folha antiparalela, se mostram distorcidas na folha paralela. As folhas B mistas
(paralela-antiparalela) sdo comuns, mas apenas 20% das fitas possuem ligacao paralela de um lado
e antiparalela do outro (considerando uma mistura aleatoria, a expectativa seria de 50%) (Voet e
Voet, 2006).

Quando ndo se encontra estruturas homologas a sequéncia molde, podem ser utilizados
métodos empiricos para predizer estruturas secundarias. Certas sequéncias de aminoacidos limitam

as conformac@es disponiveis para uma cadeia. Por exemplo, um residuo Pro ndo pode se ajustar no
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interior de uma hélice a ou de uma folha B comum, porque seus anéis pirolidinicos preencheriam
um espacgo ocupado por um segmento adjacente da cadeia e a falta do grupo N—H que contribui na
ligacdo de hidrogénio compromete estabilidade da hélice (Voet e Voet, 2006).

Peter Chou e Gerald Fasman (Chou e Fasman, 1978) propuseram um método empirico de
predicdo de estrutura que é bastante utilizado por ser de facil execucdo (Voet e Voet, 2006). Esse
método se baseia em algumas informacdes como a frequéncia (f,) na qual um dado residuo aparece

em uma hélice o em um dado conjunto de estruturas:

(Férmula 1)

Onde n, é 0 numero de residuos de um dado tipo que aparece em hélices o e n € 0 nimero
total de residuos deste tipo no conjunto de proteinas consideradas (Voet e Voet, 2006). A

probabilidade de um dado residuo aparecer em uma hélice « é definida por:

P 1
=

(Férmula 2)
Onde «f;» é o valor médio de f, para todos os 20 aminoacidos. Um valor P, > 1 indica que

um residuo ocorre em hélice o em frequéncia maior do que em outras regifes da proteina. De forma
semelhante é definida a probabilidade de um residuo ocorrer em folhas B (Ps) (Voet e Voet, 2006).

Com base em 29 estruturas determinadas por raios x foi obtida a probabilidade de cada
residuo aparecer em hélices a ou em folhas . Conforme essa probabilidade, cada residuo recebe
uma classificacdo (apresentada na Tabela 4) para estrutura secundaria: altamente formadora (H),
formadora (h), pouco formadora (I), indiferentemente formadora (i), ndo-formadora (b), ou
altamente ndo-formadora (B) (Voet e Voet, 2006).

Com base nesses dados, Chou e Fasman desenvolveram o método Chou-Fasman para
predizer estruturas secundarias através de regras empiricas (Voet e Voet, 2006):

Um grupo de quatro residuos formadores de hélice (H, ou h,, com I, valendo meio h,) em
um conjunto de seis residuos contiguos formara uma hélice. O segmento de hélice se propaga em
ambas as dire¢des da cadeia até que P, < 1,00 para um segmento tetrapeptidico.

Um grupo de trés residuos formadores de folhas B (Hz ou hg) em um segmento de cinco
residuos contiguos formara uma folha. A folha também se propaga em ambas as dire¢des até que o
Pz < 1,00 para um segmento tetrapeptidico.

Para regides que formem tanto a como [, a regido de sobreposicdo é prevista como

helicoidal se P, > Py; do contrario, supde-se a ocorréncia de folha.
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Essas regras predizem segmentos de hélice o e folhas p em proteinas com uma

confiabilidade média de 50% e, em casos mais favoraveis, de 80%.

Tabela 4 — Tendéncia e classificacdo dos residuos para hélices a ou folhas B (Chou e Fasman,
1978).

Residuo Pa Classificacao hélice Pp Classificacao folhas
Ala 1,42 He 0,83 ip
Arg 0,98 lo 0,93 i
Asn 0,67 Ba 0,89 i
Asp 1,01 ly 0,54 Bg
Cys 0,70 o 1,19 hg
Gln 1,11 he 1,10 hp
Glu 1,51 H, 0,37 Bg
Gly 0,57 B, 0,75 bp
His 1,00 ly 0,87 hg
lle 1,08 he 1,60 Hp
Leu 1,21 H, 1,30 hp
Lys 1,16 he 0,74 bp
Met 1,45 H, 1,05 hp
Phe 1,13 hq 1,38 hg
Pro 0,57 B. 0,55 Bg
Ser 0,77 i 0,75 bg
Thr 0,83 iy 1,19 hg
Trp 1,08 hq 1,37 hg
Tyr 0,69 b 1,47 Hp
Val 1,06 he 1,70 Hp

Além de hélices e folhas, ha as estruturas irregulares como as voltas e as al¢as, que séo
ditas espirais desorganizadas e conectam sucessivas estruturas secundarias regulares (hélice ou
folha) (Voet e Voet, 2006). Uma proteina globular contém, aproximadamente, dois tercos de
residuos em hélices e folhas e um tergco em estruturas irregulares (Lesk, 2001). Voltas e alcas
tendem a ser mais flexiveis do que hélices e folhas nas mudancas conformacionais. No mapa de
Ramachandran, as conformag0es em estruturas irregulares podem ocupar qualquer regido, inclusive
regibes de hélices a e folhas . Em virtude disso, é dificil predizer estas estruturas por meio de

métodos computacionais (Dorn, 2008).
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As voltas acontecem onde o polipeptideo muda de direcdo, isto €, acontecem ap6s uma
estrutura secundaria regular (Voet e Voet, 2006). A maioria das voltas constitui-se de quatro
residuos sucessivos e que se organizam de diferentes formas. O primeiro a identificar as voltas foi
Venkatachalam (1968) que as classificou em trés tipos: I, Il e 1ll. Quando ocorre uma conformagéo
em imagem-espelho destes tipos obtém-se os tipos I’, II’ e III’. O tipo I é o mais frequente e o tipo
Il é uma volta de hélice 310. JA I’ e II’ sdo mais raros, mas o tipo I’ parece ser a preferida em

grampos P (estrutura supersecundaria que indica a unido de folhas ) (Creighton, 1993).

Tabela 5 — Alguns exemplos de tipos de voltas conforme a nomenclatura de Venkatachalam
(Venkatachalam, 1968).

Conformacao Caédigo PDB | Tipo
Regido do mapa de Ramachandran: p-a-a-¢ 3FV4 I

Figura 9 — Volta | da Thermolysin: 12-15 (Gly-Val-Leu-Gly).

Regido do mapa de Ramachandran: p-o -0 - 2ACT I

Figura 10 — Volta I' da Actinidina: 172-175 (Gly-Gly-Glu-Val).

Regido do mapa de Ramachandran: p-g-y-f3 3EST Ir
b

P—

o

\( /_b_»_\ =
|

Y ~A\4 - ‘
Figura 11 — Volta II' da Elastase: 36B-37 (Gly-Ser-Ser-Ser).
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A conformacédo dos residuos apresentados anteriormente segue a nomenclatura conforme
A. V. Efimov. Nos mapas de Ramachandran apresentados a seguir é possivel realizar uma

comparacao entre a “trajetdria” das voltas dos tipos I’ e II’:

+180 ’7 +180 ’7
S
I 4 36B G
S S

-180 0 +180 -180 o +180
phi phi
M Regido mais favoravel

M Regido permitida
Regido ainda aceitavel

Figura 12 — Voltas da actinidina (codigo PDB: 2ACT - a esquerda) e da elastase (cédigo PDB:
3EST - a direita) no mapa de Ramachandran. Mapas gerados por (Gopalakrishnan et al., 2010).
Exemplos de proteinas obtidos de (Lesk, 2001).

As alcas, que também podem ser reversas, estdo presentes na maioria das proteinas com
mais de 60 residuos e aparecem uma ou mais vezes em uma quantidade de residuos entre seis e 16
apresentando distancias menores de 10,00 A. Como elementos globulares compactos, pois suas
cavidades internas sdo preenchidas por suas cadeias laterais, as alcas, quase sempre, se localizam na
superficie. Além disso, elas desempenham importante papel no reconhecimento biolégico (Voet e
Voet, 2006).

Figura 13 — Representacdo (A) das espirais desordenadas (loop ou random coil) e (B) da estrutura
secundaria irregular volta (turn em inglés). Essas estruturas pertencem a 2-trans-enoyl-ACP
redutase de Mycobacterium tuberculosis (codigo PDB: 1ENY, para A S94 - A111 e B E62 - E68).
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A combinacdo de elementos de estrutura secundéria (hélices o e folhas ) pode gerar
estruturas supersecundarias (motivos). Esse tipo de combinacdo costuma aparecer no interior da
proteina e sdo conectadas por alcas na superficie (Champe et al., 2006). O motivo Bap é formado
por uma sequéncia de: uma fita B, uma hélice o e outra fita . J& 0 grampo a é formado por duas
hélices a antiparalelas e sucessivas posicionadas uma contra a outra com 0s eixos inclinados para
permitir a interacdo entre as cadeias laterais. Outra estrutura comum é o grampo # (B-Hairpin) que
é formado por uma folha B antiparalela composta de segmentos sucessivos de uma cadeia por voltas
reversas firmes formando um pequeno trecho de folha. Na chave grega, que recebe este nome pelo
fato do desenho do motivo lembrar o desenho ornamental da Grécia antiga, um grampo 3 dobra
sobre si para formar uma folha B antiparalela com quatro fitas (VVoet e Voet, 2006).

::ﬁ-"" o | K | j
Motivo Bap Grampo « Grampo B Chave Grega |

Figura 14 — Exemplos das quatro estruturas supersecundarias. As combinacdes de estruturas
secundarias (alcas e hélices) ddo nome aos motivos.

Estrutura Terciéria: é a representacdo da distribuicdo no espaco 3D dos arranjos de
estruturas secundarias de uma proteina. Essa estrutura também chamada de estrutura funcional ou
estrutura nativa da proteina deve sua conformacao a: interagcdes covalentes, ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas, interacdes hidrofilicas, interagdes eletrostaticas e forcas de van der Walls
(Gibas e Jambeck, 2001). A estrutura 3D assumida por uma proteina esta diretamente relacionada a
sua topologia (ou enovelamento). O tipo de sucessdo de estruturas secundarias conectadas e a forma
que se dispdem no espaco 3D € o que determina uma topologia. Com base nesta combinacdo de
topologia e estrutura 3D € possivel analisar a fungéo da proteina no organismo (Dorn, 2008).
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Figura 15 — Representacdo do tipo Ribbons da estrutura terciaria da proteina Crambina (cddigo
PDB: 1CRN) composta por duas hélices a e duas estruturas de fitas §, sendo uma delas antiparalela
e que estdo conectadas por uma estrutura irregular do tipo volta (Murzin et al., 1995).

A interagdo das cadeias laterais dos aminodcidos determina a forma como a cadeia
polipeptidica enovela-se, ja que elas sdo atraidas ou repelidas conforme suas propriedades quimicas.
Por exemplo, cadeias laterais carregadas positiva ou negativamente atraem-se, ja as cadeias com
cargas semelhantes repelem-se. Além disso, interacdes do tipo hidrofdbicas e pontes de hidrogénio
e dissulfeto influenciam o processo de dobramento (Champe et al., 2006). Nesse processo uma série
de possibilidades é testada até que seja encontrado um estado no qual as atracdes sobressaiam as
repulsdes, o que resulta numa proteina dobrada corretamente e com baixo estado energético
(Champe et al., 2006).

Dentro da estrutura terciaria é possivel observar unidades funcionais fundamentais, os
dominios. Cadeias com mais de 200 aminoacidos normalmente apresentam dois ou mais dominios.
Um dominio é composto pela combinacdo de elementos supersecundarios (motivos). O dobramento
de um dominio é independente do dobramento de outro dominio e, consequentemente, apresenta
caracteristicas de proteinas pequenas e compactas que ndo possuem dependéncia estrutural de
outros dominios (Champe et al., 2006). Entretanto, nem sempre a estrutura de um dominio é obvia,
podem ocorrer contatos extensos entre os dominios o que dificulta a identificagdo e fazem com que
a proteina pareca ser uma Unica entidade globular (Voet e Voet, 2006). Analisando em mais detalhe
0s dominios nota-se uma composi¢do de camadas com elementos da estrutura secundaria. 1sso se
explica pelo fato de que s@o necessarias, a0 menos, duas camadas dessas para proteger o nucleo
hidrofébico de um dominio em ambiente aquoso (Voet e Voet, 2006). Frequentemente, 0s dominios
possuem funcbes especificas como a ligagdo para pequenas moléculas. Nas proteinas
multidominios, os sitios de ligacdo ocorrem nas fendas entre os dominios, isto significa dizer que as

pequenas moléculas se ligam a dois dominios. Essa configuracédo é justificada pela necessidade de
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uma interacdo flexivel entre a proteina e a pequena molécula, e dessa forma € possivel obter uma
conexdo maleavel entre os dominios (Voet e Voet, 2006).

Ainda é possivel que grupos de motivos se combinem sobrepondo-se ou ndo, para formar a
estrutura 3D de um dominio, isso € denominado como padrdo de enovelamento. Ao analisar o
conjunto de proteinas de estruturas conhecidas verifica-se que, diferentemente do que se pensava, 0
numero de padrdes de enovelamento é pequeno. Dos 1.000 padrdes diferentes de enovelamento que

séo previstos na natureza, 600 deles ja foram observados (Voet e Voet, 2006).

Estrutura quaterndria: refere-se ao arranjo de varias estruturas terciarias e mantido pelas
mesmas forcas que mantém as estruturas hierarquicamente inferiores. As subunidades que
compdem esta estrutura podem funcionar de forma independente uma da outra ou de forma
cooperativa, como no caso da hemoglobina, onde a ligacdo do oxigénio a uma subunidade aumenta
a afinidade das outras subunidades ao oxigénio (Champe et al., 2006). Esse tipo de estrutura é
comum, pois a construgdo com subunidades fornece a vantagem de reparagdo mais simples de erros
pela substituicdo de subunidades, além de servir de base para a regulacéo de suas atividades (Voet e
Voet, 2006).

Figura 16 — Estrutura quaternaria da hemoglobina (cdédigo PDB: 1A00), sem o grupo heme, em
representacdo do tipo Ribbons, identificando as quatro cadeias: A em roxo, B em amarelo, C em
verde e D em ciano. Cada subunidade é uma estrutura terciaria.
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3.5  Classificagao Estrutural de Proteinas

As proteinas sdo agrupadas e classificadas conforme seus padrfes de enovelamento (Lesk,
2008). Entre proteinas com padrfes similares de enovelamento, ha familias com compartilhamento
de caracteristicas em estruturas, sequéncias e fungdes (Lesk, 2008). Com base nas estruturas
secundarias e tercidrias presentes nas proteinas, determinaram-se classes mais genéricas de

estruturas:

Classe a: estrutura secundaria somente com hélices o ou na sua maioria.

Classe f: estrutura secundaria somente com folha 3 ou na sua maioria.

Figura 17 — (A) Proteina classe a: calponina da utrofina (c6digo PDB: 1BHD), (B) Proteina classe
B: modulo de adesdo celular tipo I11-10 da fibronectiva (c6digo PDB: 1FNA).

Classe a + B: hélices o e folhas B separadas ¢ em partes diferentes da molécula, onde

estrutura supersecundaria —a—f esteja ausente.

Figura 18 — Proteina classe o + : dominio principal da TBP (cddigo PDB: 1CDW).
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Classe a/p: hélices e folhas apresentadas a partir de unidades B—o—f. A figura a seguir

apresenta trés exemplos de proteinas desta classe, mas que possuem topologias diferentes:

Figura 19 — Proteinas Classe a/B: (A) a acilfosfatase (cddigo PDB: 2ACY); (B) a tioredoxina
(codigo PDB: 1THX); (C) a proteina Chey (codigo PDB: 3CHY).

Classe o/p linear: uma linha passando pelos centros das folhas é aproximadamente linear.

Um exemplo desta classe € a tioredoxina que esta representada na Figura 19B acima.

Classe Barril o/p: uma linha passando pelos centros das folhas é aproximadamente

circular.

Figura 20 — Proteina classe barril a/p: Glicolato oxidase de espinafre (cédigo PDB: 1GOX).
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Com base na classificagdo de estruturas de proteinas construiram-se bancos de dados

derivados do PDB que fornecem uma série de recursos interessantes para busca de informacdes

estruturais (Lesk, 2008). Os principais bancos de dados séo:

SCORP (Structural Classification of Proteins) (Murzin et al., 1995): organiza a estrutura das
proteinas conforme sua origem evolucionéria e similaridade estrutural. No nivel hierarquico
mais baixo estdo os dominios que sdo unidades compactas dentro do padrdo de
enovelamento que parecem possuir estabilidade independente. Nas familias de homdlogos
estdo agrupados conjuntos de dominios cujas similaridades implicam numa comum origem
evolucionéria. Ja as superfamilias sdo formadas pelas familias com estruturas de proteinas
similares, mas cuja relagdo evolucionaria ndo é conclusiva. Aquelas superfamilias com
padrdo de enovelamento (ou topologia) comum, ao menos para grande parte do nicleo da
estrutura, formam as topologias (folds). Cada grupo de topologia esta associado a uma classe
geral, dentre as principais classes estdo: o, B, a + B, a / p ¢ uma mista para proteinas
pequenas (Lesk, 2008).

CATH (Class, Architeture, Topology, Homologous superfamily) (Orengo et al., 1997): usa
uma hierarquia semelhante ao SCOP. Uma familia sequencial compreende proteinas com
estruturas muito similares, sequéncia e funcdo bioldgica. As proteinas com clara relacédo
evolucionéria (conforme informac&o da identidade sequencial e da estrutura 3D) comp&em a
superfamilia homéloga. Os conjuntos de superfamilias que compartilham arranjo espacial e
conectividade de hélices ou fitas formam uma topologia. J& as proteinas com arranjos
similares de hélices e fitas, mas com conectividade entre esses elementos de estrutura
secundaria diferentes geram uma arquitetura. O ultimo nivel desta hierarquia € a classe com
divisdo semelhante ao SCOP: a, B, a-f (o / B e o + B do SCOP) e dominios de pouca

estrutura secundaria.

3.6  Bancos de dados de estruturas de proteinas

Os bancos de dados desempenham papel essencial nos estudos das estruturas de proteinas,

pois é a fonte basica de informacbes para a predicdo, analise e 0 estudo das estruturas. O mais

conhecido e volumoso banco de dados de estruturas 3D atualmente é o Protein Data Bank (PDB)
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(Berman et al., 2000) cujo propoésito € armazenar e distribuir estruturas proteicas de forma
organizada.

O crescimento dessa base de dados é impressionante. E possivel notar esse crescimento
pela analise dos dados dos Ultimos 20 anos apresentado na Figura 21. Em 1991 o PDB continha
apenas 695 estruturas, em 2001 ja eram 16.430 estruturas apresentando um crescimento de 2.364%
em relacdo a 1991, e em 2011 j& sdo 77.394 estruturas (dados de novembro de 2011) o que é um
crescimento de 471% em relacdo a 1991. Esse crescimento exponencial do volume total de dados

esta representado em vermelho na Figura 21.
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Figura 21 — Crescimento anual do namero total de estruturas 3D de proteinas no PDB. Dados
acessados em novembro de 2011.

Nessa figura também € possivel analisar a evolugdo da quantidade de estruturas
identificadas por ano (em azul). Em 1991 foram submetidas 187 novas estruturas, em 2001 houve
um crescimento de 1.514% e esse numero foi de 2.831, e em 2011 (até o més de novembro) foram
7.267 novas estruturas o que representa um crescimento de aproximadamente 4.000% em relagdo ao
nimero de 1991. Entre 1991 e 2007 (exceto 1995 e 1996 onde houve decréscimo) o nimero de
estruturas submetidas por ano esteve em pleno crescimento estimulado pela variedade de grupos de

pesquisas trabalhando na descoberta de estruturas 3D por meio de métodos experimentais e
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apoiados, em alguns casos, pelos métodos de predigdo. O fato do nimero de estruturas disponiveis
aumentar a cada ano e o PDB fornecer diversos recursos para consulta e recuperacdo de estruturas
auxiliou o trabalho dos grupos de pesquisas na predicdo por modelagem por homologia e na
realizacdo de outros estudos. Nos ultimos anos hd uma tendéncia de estabilizagdo da quantidade de
submissfes, em parte isso explica-se pela complexidade das proteinas a terem suas estruturas
descobertas.

O PDB é gerenciado pelo Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB),
uma organizacao distribuida com base nos Estados Unidos. Sua homepage disponibiliza conexfes
para diferentes materiais: expositivo e tutorial, arquivos de dados, boletim de noticias sobre o banco
de dados, recursos para depdsito de novas proteinas e software para a anlise de estruturas (Lesk,
2008).

Cada proteina armazenada no PDB possui um cédigo identificador de quatro caracteres. O
primeiro caractere desse codigo € um numero de um a nove, sem significado mneménico. Em
varios casos, uma mesma proteina apresenta mais de uma entrada. 1sso ocorre em virtude das
diversidades ocorridas na determinacdo da proteina, seja pelo método cristalografia ou NMR,
apresentando diferentes estados de ligacdo, usando diferentes formas cristalinas ou utilizando
diferentes qualidades de cristal (Lesk, 2008).

Num arquivo de dados para uma dada proteina sdo disponibilizadas varias das informacdes
armazenadas no PDB, tais como: identificador da proteina; espécie a que pertence a proteina; quem
determinou a estrutura e referéncias das publicac6es relacionadas; detalhes experimentais incluindo
a qualidade geral do resultado, resolucéo e estatisticas estereoquimicas; sequéncia de aminoacidos;
moléculas adicionais, como co-fatores, inibidores, solventes, etc.; associacdo dos aminoacidos com
elementos da estrutura secundaria (2D); coordenadas atémicas; entre outros dados (Lesk, 2008).

Complementarmente aos dados disponibilizados no arquivo de dados, outras informacdes
estdo disponiveis para consulta através da homepage do PDB. Através de conexao com o PubMed,
é possivel ter acesso a publicacdo onde a proteina foi descrita, também estdo disponiveis figuras da
estrutura da proteina. De acordo com a classificacdo, listas de estruturas relacionadas sdo
apresentadas, da mesma forma, as anélises estereoquimicas, como angulos de tor¢do, podem ser
consultadas, além de outras informagdes (Lesk, 2008).

Além do PDB existem outros bancos de dados que compartilham o mesmo propésito, séo
eles: TrEMBL (contém tradugdes dos genes encontrados em sequéncias de DNA do EMBL -
European Molecular Biology Laboratory que é um banco de dados de acidos nucleicos localizado
no European Bioinformatics Institute na Europa) (Velankar et al., 2005) e PDBj — Protein Data
Bank Japan (banco de dados de estruturas localizado no National Institute of Genetics no Japao).

Recentemente estas institui¢cfes juntaram-se com o PDB para formar o Worldwide Protein Data
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Bank (wwPDB) (Berman et al., 2006) que € uma iniciativa para produzir um arquivo unificado de
dados (Lesk, 2008).

A variabilidade e o volume das informacgdes sobre estruturas de proteinas contribuem
diretamente no desenvolvimento e aprimoramento dos métodos de predigdo seja por homologia ou

ab initio.

3.7  Resumo do capitulo

Neste capitulo foram apresentados conceitos importantes sobre proteinas e sua organizacao
estrutural que compdem o embasamento tedrico deste trabalho. Em mais detalhes foi tratado sobre
aminoacidos e sua divisdao em grupos, formacdo da ligacdo peptidica e angulos de tor¢do, mapa de
Ramachandran com os padrdes de torcdo da cadeia polipeptidica, organizacdo das proteinas em
hierarquia e a classificacdo estrutural das proteinas e, finalizando, com informacGes sobre bancos de

dados de estruturas de proteinas.
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4. Predicdo ab initio ou de novo da estrutura 3D de proteinas com o
método CReF

Existem diferentes formas de se predizer a estrutura tridimensional de uma proteina
partindo-se apenas da sua sequéncia de aminoacidos, também denominada de estrutura primaria. A
mais simples delas é a modelagem comparativa por homologia (Marti-Renom et al., 2000). Nela a
sequéncia de uma proteina (sequéncia alvo) é alinhada com outras sequéncias de proteinas ortélogas
com estruturas 3D conhecidas e armazenadas no PDB (estrutura molde e suas sequéncias). S&o
ortlogas aquelas proteinas que sdo homdlogas em espécies diferentes e que se originaram de um
ancestral comum durante a especiacdo. Se a sequéncia alvo for bastante similar a sequéncia molde,
isto €, caso as sequéncias sejam homologas, utiliza-se essa estrutura conhecida para modelar a
estrutura da sequéncia alvo (Marti-Renom et al., 2000). J& os métodos de reconhecimento de
padrdes de enovelamento (Jones et al., 1992) baseiam-se em potenciais estatisticos obtidos pela
analise de enovelamento de proteinas com estrutura 3D conhecidas. Para uma dada sequéncia de
aminodcidos e construida uma biblioteca de padrdes de enovelamento. Se os fragmentos da proteina
alvo se ajustarem a estas formas de enovelamento, pode-se alinhavar a sequéncia alvo ao padréo de
enovelamento mais adequado. Com as informacdes de uma proteina de estrutura conhecida é
possivel construir modelos que sdo ordenados conforme um escore que determinard o melhor
modelo a ser utilizado. A predicdo ab initio ou de novo (Simons et al., 1999; Srinivasan e Rose,
1995) permite predizer novas formas de enovelamento, pois ndo se baseia somente em proteinas de
estrutura conhecida. Como principais métodos deste tipo de predicdo tém-se: Rosetta (Rohl et al.,
2004; Simons et al., 1999), I-TASSER (Wu e Zhang, 2007; Zhang, 2008), LINUS (Srinivasan e
Rose, 1995; Srinivasan e Rose, 2002; Srinivasan et al., 2004) e FragFold (Jones, 2001). Uma
revisao abrangente dos métodos atuais pode ser obtida dos anais do CASP9 (Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction - realizado em 2010) que sera publicado em 2011. As
principais limitacdes dessa metodologia s&o a complexidade e o tamanho do espago conformacional
acessivel a proteinas. Mesmo que seja considerada uma pequena proteina, por exemplo, com menos
de 100 aminoacidos, o problema da predicdo torna-se intratdvel computacionalmente, pois é
impossivel reproduzir o grande nimero de estados conformacionais acessiveis que esta proteina
pode assumir (Paradoxo de Levinthal) (apud Karplus, 1997). A fim de reduzir este espaco
conformacional séo utilizados fragmentos da sequéncia alvo com estrutura 3D conhecida e estes sao
combinados de forma a se obter a proteina completa com a estrutura 3D de menor energia potencial
a qual representaria o0 estado nativo da proteina. Este tipo de predi¢do tem sido o mais explorado

ultimamente.
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Nesse sentido, Dorn & Norberto de Souza (2008, 2010) propuseram um novo algoritmo
para predizer a estrutura 3D aproximada de uma proteina ou polipeptidio. O CReF (Central Residue
Fragment-based method) tem o potencial de predizer novas formas de enovelamento, pois ndo esta
limitado somente a informagdo de proteinas molde (Dorn e Norberto de Souza, 2008; Dorn e
Norberto de Souza, 2010). Para isso faz uso de técnicas de mineracéo de dados para agrupar dados
de estruturas determinadas experimentalmente, representacdo de intervalos de variacdo angular para
representar uma conformacdo e de manipulacdo das informacgdes estruturais. Esse método
compreende principios dos metodos de predicdo de novo para predizer novas formas de
enovelamento e da modelagem comparativa por homologia para garantir alta acuracia nas
predicdes.

O primeiro passo para se definir um método de predicdo de estrutura 3D de proteinas é
determinar a forma de representacdo da cadeia polipeptidica sendo uma das mais comuns a
representacdo por meio de coordenadas cartesianas ou coordenadas internas, como os angulos de
torcdo da cadeia principal. O CReF optou pela representacdo da cadeia polipeptidica atraves dos
angulos de torcdo da cadeia principal e da cadeia lateral (ver se¢do 3.2). Uma vantagem importante
desta representacdo € a reducdo significativa do nimero de variaveis para manipulacdo quando
comparada a representacdo por coordenadas cartesianas. Isso permite uma maior eficiéncia
computacional no tratamento das varidveis (Dorn, 2008).

Neste método a conformacdo C de uma proteina é representada por meio de um vetor na
forma C = {Xi, X2,..., Xn}. Cada um dos aminoacidos é representado neste vetor por um x; que é
formado por um tripleto de angulos de tor¢do ¢ (phi), v (psi) ¢ ® (6mega). O conjunto desses
tripletos consecutivos representa as rotacBes internas da cadeia principal da proteina. Para
representar a cadeia principal de uma proteina, CReF considera somente o dupleto de angulos de
torcdo ¢, v, sendo os angulos @ mantidos com valor de 180° (Dorn, 2008). Este ultimo valor
mantém o plano peptidico numa conformacdo cis, a mais comum em proteinas (Lesk, 2001). A
escolha do dupleto justifica-se pela liberdade de tor¢cdo desses angulos conforme explicado na secéo
3.2.

O método CReF consiste de nove etapas conforme apresenta a figura a seguir:
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Método de Predigcao

1. A sequiéncia alvo é fragmentada;

:2. Busca por moldes utilizando a biblioteca
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Figura 22 — Esquema com as nove etapas do método CReF. As etapas dois e sete sdo executadas
remotamente e as demais localmente (Dorn, 2008).

As secOes seguintes descreverdo cada uma das nove etapas do método CReF de predicéo.

4.1  Etapa l: fragmentacdo da sequéncia alvo

Nesta primeira etapa, a sequéncia alvo da uma proteina (K) é dividida em pequenos
fragmentos contiguos e consecutivos (s;), cada um com | (I = 5) residuos de aminoacidos. O
conjunto de todos os possiveis fragmentos com estas caracteristicas € representado por S = {s;,
Si+1,.., Spy (Dorn, 2008). Cada fragmento s; comega pelo i-ésimo e termina com 0 j-ésimo residuo de
aminoacido formando um conjunto de tripletos consecutivos de angulos de torcao {(wi-1, @i, ¥i),...,
(Wj-1, @5, w;)}. Para cada fragmento o método considera a informagéo do seu residuo de aminoacido
central. (Dorn, 2008).

K=FNMQCQRRFYE

Fragmento s, Fragmento s, Fragmento s_
FNMac|nwm@Qca |« RRF YE
+ ' '
(o.w) (.w) (@.w)

Figura 23 — Esquema representando uma sequéncia alvo hipotética K dividida em p fragmentos s;.
Cada fragmento, por sua vez, é caracterizado pelo dupleto, ou angulos de tor¢do ¢ e v, de seu
residuo central (Dorn e Norberto de Souza, 2008).
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4.2 Etapa 2: busca por proteinas molde

Para cada fragmento s; obtido na etapa anterior procura-se por fragmentos molde na base
de dados do PDB. Essa busca é realizada com a versdo web do programa BLASTp (Altschul et al.,
1997) que permite a identificacdo de fragmentos homdlogos (moldes) ao fragmento submetido s;
(alvo). Somente sdo considerados os moldes com mesmo tamanho | do alvo (fragmento s;) e que
ndo possuam relacdo evolucionaria com a sequéncia alvo K (30% ou menos de similaridade) (Dorn,
2008).

A execucdo do BLASTp usa a matriz de substituicdo BLOSUMG62 (Henikoff e Henikoff,
1993). A busca ao PDB foi automatizada pela modificagéo da biblioteca BioPython (Chapman e
Chang, 2000) que permitiu a conexdao com o PDB e a andlise automaética de arquivos XML
(Extensible Markup Language) resultante das consultas (Dorn, 2008).

O resultado desta etapa é uma lista de cdédigos PDB de moldes para cada um dos
fragmentos alvo s; de tamanho |. Para esses fragmentos alvo sdo recuperados seus arquivos PDB e
armazenados localmente (Dorn, 2008).

4.3  Etapa 3: célculo dos angulos de torcéo dos dupletos

Para cada um dos arquivos PDB obtidos para cada fragmento s; (etapa 2) sdo calculados os
angulos de tor¢do do aminoéacido central do fragmento molde. Estes dupletos sdo calculados com o

programa Torsions (Grupo do Dr. Andrew C. R. Martim) e representados pela tupla ti = (o, y).
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K =FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC (Cod. PDB: 1ZDD)

Etapal Etapa2 Etapa 3

Figura 24 — Célculo dos angulos de tor¢do de cada dupleto do aminoacido central da sequéncia
alvo K.

4.4  Etapa 4: agrupamento de dupletos

O conjunto de tuplas de um fragmento é submetido a um processo de agrupamento que
busca identificar as regiGes onde as tuplas molde concentram-se no mapa de Ramachandran (ver
secdo 3.3). Esse agrupamento baseia-se no método probabilistico EM (Expectation Maximization)
(Witten e Frank, 2005) que analisa as diferentes distribuicdes de probabilidades para cada grupo,
buscando identificar o conjunto de grupos mais favoraveis em uma colecdo de dados. O algoritmo
EM ndo-supervisionado comega agrupando os dupletos com base no algoritmo k-médias
(MacQueen, 1967) que minimiza uma funcédo de erro quadratico (Formula 3) onde existem f grupos

ki,j=1,2,..,f combase no ponto médio m(k;) de todos os dupletos, gerando uma solucao inicial:

V=3 Seenlt; - mk)I? (Formula 3)
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O valor médio m(k;) dos n dupletos t; de um grupo k;, j = 1, 2,..., n € obtido por:
1 .
m(k;) = ~Yjq Xejen, (Férmula 4)

Em seguida, na fase Expectation, as probabilidades de cada grupo séo calculadas para cada
dupleto t; (Dorn, 2008). A maximizagdo (Maximization) das distribuicOes € realizada a partir dos
parametros de distribuicdo calculados a partir das probabilidades determinadas anteriormente
(maior detalhamento do algoritmo EM em (Witten e Frank, 2005)).

Por influéncia das quatro regides favoraveis do mapa de Ramachandran (Ramachandran e
Sasisekharan, 1968) a fase de agrupamento busca encontrar quatro grupos (f = 4). Tendo sido
identificados os f k; grupos de um conjunto t; de s; calcula-se a média e desvio padréo estimado
para cada angulo (¢, y) em um grupo k;.

No fim desta etapa obtém-se para cada fragmento s; um conjunto de quatro grupos k;
descrito por 4-upla s; = {k; = (mg,ocp,myp, o), ..., ks = (mp, o9, myp, o)} onde i = 1, 2,..., f
em k, m representa a média do angulo referenciado e o, o0 desvio padrdo do angulo referenciado
(Dorn, 2008). Esse processo de mineracdo de dados foi automatizado com o uso do pacote Weka
(Witten e Frank, 2005). A média e o desvio padrdo estimado obtidos para cada grupo k; € s; sdo

utilizados para obter os intervalos de varia¢do angular.

45  Etapab5: representacdo dos angulos de torcdo na forma de intervalos

A representacdo das tor¢bes dos angulos diedro na forma de intervalos de variagdo reduz
drasticamente o espago de busca conformacional. Estes intervalos sdo constituidos pelo valor médio

m(ki, 6) e pelo valor do desvio padréo o(k;, 6) calculados a partir dos dupletos (¢, y) de um grupo k;.
O intervalo de um angulo diedro é representado por [d] = [6, 8], onde 0 representa o intervalo para

0 angulo ¢ ou v, @ é o limite inferior e 6 é o limite superior do intervalo de angulo de torgéo [6].
Sao construidos intervalos para [¢] e [w] para cada grupo ki de si. Com isso, cada

fragmento passa a ser representado por grupos de intervalos de variacdo para ¢ e para y, s; = {k; =
((pi,@,lpi@i), v ke = ((p, oY, E)} onde ¢ e ¢ sdo, respectivamente, limite inferior e superior

parage, Pe Y limite inferior e superior para y e f representa o nimero de grupos k (Dorn, 2008).
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Figura 25 — Representacdo no mapa de Ramachandran: (A) tuplas ocupando regides do mapa, em
vermelho a regido mais favoravel, em amarelo a regido permitida, em amarelo claro a regido ainda
aceitavel e em branco a regido nao permitida. (B) representa a delimitacdo de um intervalo entre 0s
angulos de tor¢do minimo e maximo de ¢ e v, indicados pelos pontos P; e P, (Dorn, 2008).

4.6  Etapa 6: classificacdo dos grupos em regifes ocupadas no mapa de

Ramachandran

Cada representacdo na forma de intervalo de variacdo angular dos grupos ki de s; sdo
rotulados nesta etapa. O rétulo é criado a partir dos pontos médios m(ki, ¢) e m(k;, w) de um grupo k;
e tem a funcdo de relacionar o grupo a regido do mapa de Ramachandran que ele ocupa. Esta
classificacdo baseia-se nos trabalhos de Thornton e seus colaboradores (Morris et al., 1992;
Laskowski et al., 1993).

Por simplificacdo, essas regides favoraveis foram reduzidas para oito e foram identificadas
por: A, B, L, a b, I, pec. As regides ~a, ~b, ~I, ~p e o restante da area ndo favoravel do mapa
passam a ser representadas, por ¢ que é chamada de regido de volta. Os rétulos gerados seguem o
padrdo: ki : rot, onde rot é a identificacdo da regido. Desta forma, cada fragmento s; passa a ser
representado por s; = {ki: rot, ko: rot, ks: rot, ks: rot}. Apos o rotulamento, os grupos k;j sdo
ordenados de acordo com o nimero de elementos t; molde de cada grupo, comegando pelo grupo k;

com maior numero de elementos (Dorn, 2008).



Tabela 6 — Regibes conformacionais do mapa de Ramachandran segundo Thornton e

colaboradores.

Cadigo da regido Ocorréncia Descricdo

A regido mais favoravel hélice-a

B regido mais favoradvel  folha-$

L regido mais favordvel  hélice-a & esquerda
a regido favoravel hélice-a

b regido favoravel folha-p

I regido favoravel hélice-o a esquerda
p regido favoravel extensdo de hélice-a
~a regido aceitavel hélice-a

~b regido aceitavel folha-p

~ regido aceitavel hélice-o a esquerda
~p regido aceitavel extensdo de hélice-a

restante da area regido ndo permitida exceto para a Glicina

4.7  Etapa7: predicdo da estrutura secundaria

Nesta etapa € realizada a predicdo da estrutura secundaria da sequéncia alvo K, por meio da
determinacdo da regido do mapa de Ramachandran que os angulos de torgdo (phi e psi) de cada
aminodcido possivelmente estardo ocupando. O CReF utilizou um consenso obtido entre trés
métodos de predicdo (Dorn, 2008). A tabela a seguir apresenta um exemplo deste consenso usando
os métodos DSC (King e Sternberg, 1996), PHD (Rost e Sander, 1993) e PREDATOR (Frishman e
Frishman, 1996) para a cadeia A da proteina A estabilizada por ponte de sulfeto (codigo PDB:
1ZDD).

Tabela 7 — Exemplo de predicao de estrutura secundaria para o cédigo PDB: 1ZDD.

Método FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC
DSC Ccchhhhhhhhhhhceecchhhhhhhhhhheeecece
PHD Ccchhhhhhhhhhhceceecchhhhchhhhhheece
PREDATOR Ccchhhhhhhhhhcceccecchhhhhhhhhhheeee

Consenso Ccchhhhhhhhhhhcecccchhhhhhhhhhheeece
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A informacéo da predigdo da estrutura secundaria obtida nesta etapa é utilizada na escolha
dos intervalos de variacdo angular para construcdo da conformacéo inicial da proteina alvo na etapa

seguinte.

4.8  Etapa 8: construgdo da conformacéo inicial

A construcdo da conformacéo inicial baseia-se na informagdo dos grupos k; de cada
fragmento s;. Para isso é necessario escolher um grupo de s; para representar o i-€simo aminoacido
de uma sequéncia K (Dorn, 2008). Essa escolha € guiada pela predicdo da estrutura secundaria e
deve respeitar duas regras:

Regra 1: o(s) grupo(s) ki deve ter rot igual ao rotulo identificado para o i-ésimo
amino&cido no consenso da predicdo da estrutura secundaria, além de ser o grupo mais significativo
com o rétulo buscado.

Regra 2: se na predicdo da estrutura secundaria for predito um estado conformacional de
estrutura regular (h ou €) para o i-ésimo residuo e ndo existir um grupo ki com rétulo rot igual ao
identificado para este residuo procede-se calculando o valor médio entre os angulos presentes nos
residuos i —1 e i + 1 e o i-ésimo residuo. O valor obtido é substituido na sequéncia alvo K no i-
ésimo residuo (Dorn, 2008). O processo de construcdo da conformacao inicial representada como

intervalos é apresentado no esquema a seguir:

FNMac | [Nmaca]

$

Sz

K=FNMQCQRRFYE

Figura 26 — Esquema da escolha dos grupos k; que representam os angulos de torcdo dos
aminoacidos de uma sequéncia alvo K (Dorn, 2008).
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4.9  Etapa 9: otimizacdo das regides de volta

As regides de volta possuem grande influéncia na determinacéo da forma de enovelamento
das proteinas (Fiser et al., 2000). Além disso, as estruturas irregulares (voltas e alcas) sdo os tipos
de estruturas secundarias mais dificeis de serem previstas, pois elas podem aparecer em qualquer
area do mapa de Ramachandran. Em virtude disso, o0 método optou por otimizar, pela reducdo do
intervalo da conformacéo inicial, somente as regides de volta identificadas na predicéo da estrutura

secundéria (Dorn, 2008). Essa otimizag&do acontece conforme o fluxograma da Figura 27.

4.10 Resumo do capitulo

Este capitulo apresentou 0 método CReF de predicdo de estrutura 3D aproximada de
proteinas desenvolvido por Dorn & Norberto de Souza (2008, 2010). As nove etapas do CReF
(fragmentacdo, busca por proteinas molde, calculo dos angulos de tor¢do, agrupamento de dupletos,
representacdo na forma de intervalos, classificagcdo dos grupos no mapa de Ramachandran, predigéo
da estrutura secundaria, construcdo da conformacao inicial e otimizacdo das regides de volta) foram
descritas de forma objetiva juntamente com os experimentos realizados e os resultados obtidos pela
versdo original do CReF. Os bons resultados alcangados foram o embasamento para o trabalho

desenvolvido.
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Figura 27 — Fluxograma do método de otimizacdo de voltas de polipeptideos representados na
forma de intervalos de variagdo angular do método CReF (Dorn, 2008).
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5. Desenvolvimento de nova versao do CReF

Os resultados promissores apresentados pelo CReF em sua versado inicial fizeram com que
ele se tornasse alvo de novos estudos com o objetivo de aprimora-lo. A anéalise dos seus resultados

iniciais permitiu identificar seus principais pontos positivos:

e Predicdo satisfatdria de estruturas secundarias.
e Compatibilidade com os resultados de outros métodos (em valores de RMSD) para
proteinas com até 200 residuos.

e Rapidez na execucao em plataforma de baixo custo.

Em contrapartida também foram identificados alguns pontos negativos, sendo o principal
deles a ma formacao das estruturas irregulares (voltas e al¢as) e, consequentemente, ma organizacao

das estruturas secundarias no espaco 3D.

Buscando aprimorar 0 CReF e mantendo seus principais diferenciais, gerou-se uma nova
versdo do método cuja énfase foi na usabilidade. O conceito de usabilidade surgiu na ciéncia da
computacdo dentro da engenharia de software como consequéncia da preocupacdo em fornecer aos
usuarios ferramentas faceis de serem usadas. Atualmente esse conceito foi ampliado para diversas
areas, pois se um produto ou ferramenta é facil de usar, o usuario tem maior produtividade, aprende
mais rapido, memoriza operacdes e comete menos erros (Pressman, 1995). Acreditando nestes
preceitos, buscou-se tornar o CReF uma ferramenta de uso simples e que permite uma interacao
mais clara e objetiva com o usuario.

A primeira etapa deste trabalho foi simular os resultados iniciais obtidos. Em virtude da
falta de um historico mais detalhado, especialmente sobre as proteinas molde consideradas, ndo foi
possivel realizar esta simulagdo. AplOs as adaptagdes necessérias, algumas proteinas foram
submetidas, o que permitiu um entendimento mais profundo da ferramenta. O maior entendimento
do método possibilitou a identificacdo de melhorias que poderiam refletir na usabilidade e no
resultado da conformacéo inicial. Esse capitulo apresentara o conjunto de melhorias que foram

implementadas.



58

51 Melhorias implementadas no CReF

As melhorias implementadas na nova verséo do CReF foram divididas em duas categorias:
melhorias técnicas e alteragdes no método. As melhorias técnicas descrevem mudancgas que
contribuiram para uma maior eficiéncia e facilidade na execugdo da ferramenta. As alteracdes no
método tiveram como objetivo garantir a clareza dos conceitos aplicados, permitir a comunicacéo
adequada entre as etapas e eliminar a subjetividade, aspectos que impossibilitavam a automatizagéo

do método e que poderiam ampliar sua confiabilidade.

5.1.1 Melhorias técnicas

Para que o CReF pudesse ser executado apdés o trabalho de Dorn (2008), algumas
adaptacOes foram necessérias. A etapa de busca por proteinas molde precisou ser readequada aos
novos parametros do BLASTp (Altschul et al., 1997). Para isso passou a ser usada a biblioteca
NCBIWWW na execucdo da consulta. O ajuste de alguns parametros passados ao BLASTp
permitiu que as consultas voltassem a ser realizadas com sucesso. Dentre estas alteracdes esta 0 uso
da matriz PAM30 (Point Accepted Mutation) (Dayhoff et al., 1978), ao invés da BLOSUMG62.
Foram realizados testes através da busca Web com a BLOSUM®62, mas a busca sé retornava
resultados quando o indicador “Short queries” estava marcado. A marcacao deste indicador autoriza
0 BLASTp a ajustar, automaticamente, os parametros de busca para sequéncias pequenas (com
menos de 20 aminoacidos), mas como esta opc¢ao ndo esta disponivel na biblioteca utilizada, foram
necessarios os ajustes nos parametros e a mudanca na matriz de substituicao.

Na versdo original do CReF, a Etapa 1 de fragmentacdo da sequéncia era realizada de
forma manual. Para automatizar esta etapa foi criada uma funcéo de fragmentacéo.

Na etapa de construcdo da conformacdo inicial houve problemas com a funcéo teLeap do
pacote AMBER 9 (Case et al., 2006). Para resolver o problema e manter a compatibilidade do
processo passou-se a usar a fungdo tleap. Apos a realizagdo destas alteragdes e algumas outras
(como: adaptacdo do tamanho de variaveis, atribuicdo de indice a varidveis para evitar problemas na
concatenacdo de dados, troca da posicdo referenciada em vetor, etc.) foi possivel criar uma nova
versdo estavel que serviu de base para as analises e realizacdo das demais melhorias.

A execucéo do CReF baseia-se na leitura de arquivos e na geracdo de outros que servem de
entrada para etapas posteriores. Para esta forma de execucdo € importante saber rapidamente quais
sdo as entradas e as saidas de cada funcdo para facilitar a execucdo a partir de uma dada etapa.

Neste sentido desenvolveu-se uma documentacdo que indicava a ordem de execucdo das funcoes e,
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para cada uma, apresentavam-se algumas informagdes como: arquivos lidos, arquivos resultantes da
sua execucdo, software necessario, as alteracdes realizadas e indicava a etapa do CReF a qual a
funcéo estava relacionada.

A versdo inicial do CReF apresentava uma grande dificuldade de usabilidade, o que
tornava onerosa e trabalhosa a realizacdo repetitiva de novas execugfes. Devido a inumeras
referéncias diretas dentro do cddigo aos diretérios onde se localizavam o0s arquivos com as
informacdes, ndo era possivel adotar uma estrutura diferenciada de diretérios e, desta forma, a
preparacdo do ambiente para testes com outras proteinas alvo precisava ser feita manualmente. Essa
preparacdo do ambiente teve uma melhora inicial através da criacdo de um script responsavel pela
realizacdo de uma copia da Ultima execucgdo e preparacdo para uma nova execucdo. O novo script,
assim como os demais scripts do método, precisava ser invocado manualmente pelo usuario da
ferramenta. Essa condicdo manual de execucdo dos scripts tornava o uso da ferramenta CReF
complexo. A forma como o CReF foi implementado atribuiu ao usuario toda a responsabilidade
pelo funcionamento do método, isto é, sob a responsabilidade do usuério estavam: criacdo dos
arquivos iniciais, garantia da criacdo dos diretdrios necessarios, execucdo dos scripts na ordem
correta, etc. Desta forma, qualquer falha do usuario poderia causar erro ou causar alguma distor¢do
nos resultados obtidos. Com o objetivo de facilitar o uso da ferramenta CReF e buscando retirar do
usuario essa responsabilidade, decidiu-se implementar a automatizacao de todas as tarefas possiveis

do método.

Inicializagao Parametrizagao Submissao a Fragmentacao
da proteina alvo Predigao 2D
()
Aplicacéo da Data mining Célculo da variagdo Célculo dos Busca das
Predicao 2D dos angulos de torgdo  angulos de torgdo proteinas molde

!
FER Y B

Geragdo da Visualizagao da Refinamento da Froveniéncia
estrutura inicial estrutura inicial estrutura inicial

Figura 28 — Fluxograma da vers&o inicial do CReF.
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Como pode ser visto no fluxograma da Figura 28, a versdo inicial do CReF era composta
de uma série de tarefas manuais. Algumas tarefas eram realizadas com o auxilio de scripts (como:
BLASTDp, célculo dos angulos de tor¢édo, data mining, etc.), mas sua execucdo dependia do usuario
da ferramenta. A tarefa de refinamento foi considerada como uma caixa neste esquema, pois se trata
de outro processo constituido de algumas etapas e para a nova versdo do CReF optou-se pela
utilizacdo de estratégias diferentes. Devido a esta opcao, o processo de refinamento na versao inicial
n&o foi analisado e simulado por este trabalho.

Na nova versdo, a maioria das tarefas foi automatizada e a dependéncia do usuério foi

reduzida ao maximo, como demonstra o fluxograma a seguir:

ne!
W — [y e
Inicializacdo Parametrizagéo Submisséo & Fragmentago BLASTp
da proteina alvo Predigdo 2D

1
Sy — <:<:<J:g

Aplicagio da Data mining Calculo da variagéo Calculo dos Busca das
Predigéo 2D dos angulos de torgdo  @ngulos de torgéo Proteinas molde
= = [
§g= =0
Geragdo da Proveniéncia Visualizacéo da
estrutura inicial estrutura inicial

Figura 29 — Fluxograma da versao atual do CReF.

Com as melhorias implementadas, 0 método é executado por dois scripts principais. O
primeiro script, que € o ponto de inicio da execucdo do processo, é responsavel pelas tarefas de
inicializacdo e parametrizacdo da proteina alvo que correspondem & etapa de pré-execucdo do
método. Invocado automaticamente pelo primeiro, o segundo script é responsavel pelas demais
tarefas que correspondem as etapas do metodo CReF (descritas no capitulo 4). Com este modelo o

usuario tera facilidade, quando da ocorréncia de algum erro ou problema em alguma etapa, re-
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executar 0 método a partir da etapa na qual tenha ocorrido problema até a etapa final. Isso sera

possivel através do segundo script, durante a execucdo serd indicada cada etapa do método em

execucdo. Desta forma, a indicacdo do erro e da etapa em que ocorreu 0 problema estara clara.

Atraveés da invocacdo do segundo script com a indicacdo do nimero da etapa a partir da qual devera

iniciar a execucdo, 0 usuario poderd realizar re-execugdes parciais. Esse tipo de execucdo sera

possivel a partir da tarefa de submisséo a predicdo 2D conforme indica¢do do fluxograma acima.

Para um melhor entendimento do modelo de implementacdo da nova versdo do CReF, cada

uma das tarefas do fluxograma da Figura 29 é descrita a seguir:

Inicializacdo: realiza a criagdo da estrutura de diretorios conforme indicacdo dos
pardmetros da biblioteca do CReF. Diferentemente da versdo inicial, o usuario passaré a ter
a possibilidade de indicar uma estrutura de diretorios diferente da indicada pela
configuracdo inicial. A principal melhoria é a possibilidade de indicar um caminho
diferente da instalacdo do CReF para o armazenamento das execucdes.

Parametrizacdo da proteina alvo: cria 0s arquivos iniciais necessarios para a execucao
do método. A partir da informacdo do codigo PDB e da sequéncia da proteina alvo a ser
predita, serdo gerados automaticamente os arquivos iniciais. Continuard sendo necessario
(ou melhor, obrigatério) o usuéario do método informar o arquivo com a listagem de
proteinas molde que deverdo ser desconsideradas pelo método em virtude da relacéo
evolucionéria que possuam com a proteina alvo.

Submisséo a predicdo 2D: submete a proteina alvo ao método de predicdo de estrutura 2D
que é uma tarefa antecipada da etapa 7 - Predicdo da estrutura secundéria. A nova versdo
do CReF passou a utilizar métodos que enviam o resultado da predi¢do por e-mail, o que
demanda algum tempo para submissao e envio, por isso essa tarefa foi antecipada. Quando
a proteina alvo possuir mais de 20 aminoacidos, a submissdo a predicdo 2D ocorrera de
forma automatica, caso contrario, sera preciso a intervencao do usuario para submeter a
predicdo. Isso é necessario, pois 0 método usado para a predicdo de pequenas proteinas
ndo permite submiss@o automatica e, nesse caso, o usuario devera submeter a proteina alvo
manualmente.

Fragmentacéao: realiza a etapa 1 de fragmentacéo da sequéncia alvo.

BLASTp: submete cada um dos fragmentos ao BLASTp para obter a listagem de proteinas
molde que é uma das atividades da etapa 2 — Busca por proteinas molde.

Busca das proteinas molde: cria uma listagem de proteinas molde sem repeticdo e
excluindo as proteinas indicadas pelo usuério que possuem relacdo evolucionaria com a
proteina alvo. Para concluir a etapa 2, faz o download dos PDBs das proteinas molde

identificadas.
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Célculo dos angulos de torcéo: calcula os angulos phi e psi das proteinas molde, o que
corresponde a primeira parte da etapa 3 — Calculo dos angulos de tor¢ao dos dupletos.
Célculo da variacdo dos angulos de torcdo: calcula para o aminoacido central dos
fragmentos a variacdo dos angulos obtidos de cada proteina molde associada ao fragmento.
Essa tarefa complementa a etapa 3 do método CReF.

Data mining: essa tarefa é composta por outras atividades. A primeira delas € a criacdo de
arquivos com as informacgdes da variagdo dos angulos para submissdo a ferramenta de
mineracdo de dados Weka. Posteriormente, a ferramenta € executada e os dados resultantes
do processo de mineracdo sdo processados, concluindo a etapa 4 do CReF: 0 agrupamento
de dupletos. Fazendo uso do resultado da mineracdo de dados, constroi-se uma
representacdo dos angulos de tor¢do na forma de intervalos por aminoécido da sequéncia
alvo (etapa 5 do método). Os grupos candidatos a representar cada aminoacido da
sequéncia alvo séo classificados conforme a regido que ocupam no mapa de Ramachandran
(etapa 6).

Aplicacdo da predicéo 2D: a predicdo da estrutura secundaria da proteina alvo é utilizada
para selecionar o melhor agrupamento para representar cada aminoacido da sequéncia alvo.
Para que essa tarefa seja realizada é necessario que o usuario cologue o resultado da
predicdo 2D, recebida por e-mail (0 e-mail é enviado para o endereco que consta na
biblioteca do CReF), em um arquivo em um local determinado. Desta forma, o processo
podera considerar de forma automatica essa informacao e finalizar a execucdo do método.
Caso o arquivo ndo esteja disponivel conforme o esperado, o método retornara um erro
indicando isso e o usuario poderd realizar nova execucdo a partir deste ponto
posteriormente. Essa tarefa corresponde a etapa 7 — Predicdo da estrutura secundaria.
Geracao da estrutura inicial: constrdi a estrutura inicial da predicao da estrutura terciaria
da proteina alvo, o que corresponde a etapa 8 — Construcéo da conformacéo inicial.
Proveniéncia: essa tarefa permite o armazenamento das execug¢fes do método, apds a
concluséo de todas as etapas do CReF. Cada execucdo é identificada pela data e horario de
término e pelo codigo PDB da proteina alvo. Na versao inicial, o usuario que desejasse
criar proveniéncia deveria fazé-lo conforme seus critérios e de forma manual.
Visualizagdo da estrutura inicial: abre uma ferramenta para a visualizagdo e manipulagéo
2D da estrutura inicial gerada pelo CReF sem refinamento. Esta tarefa também era
realizada manualmente pelo usuario. O objetivo desta tarefa é permitir que, ao final da
execucdo, 0 usuario ja possa visualizar a estrutura inicial e fazer as manipulacdes que
julgar interessante. Isso ndo impede que o usuario possa fazer uso de outras ferramentas

para esta manipulagéo.
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No fluxograma da nova versdo do CReF (Figura 29), a tarefa de otimizacdo da estrutura
inicial (etapa 9 — secdo 4.9) deixa de aparecer em virtude da opcdo por uma nova estratégia. Por
iSS0, essa etapa seré descrita em outra segao.

As melhorias técnicas implementadas permitiram ao CReF tornar-se uma ferramenta
automatizada e parametrizavel, melhorando substancialmente a sua usabilidade. A automatizagéo
ndo € completa devido a dependéncia da relacdo de proteinas moldes a excluir e da predicdo de
estrutura secundaria. Através da biblioteca CReF o usuario poderd parametrizar algumas

informacgdes tornando-se mais adaptavel as necessidades do usuario.

5.1.2 AlteracGes no método

Os resultados preliminares obtidos com a primeira versdo estabilizada foram a base das
andlises iniciais que evoluiram através de comparac@es entre resultados e indicaram modificacdes a
serem aplicadas ao método. As alteracdes foram realizadas em diferentes etapas do processo e sdo
apresentadas nesta secao.

Para construir a estrutura predita 0 CReF usa a técnica de mineracdo de dados das
proteinas molde identificadas para cada sequéncia alvo. Dentre os algoritmos de mineracdo de
dados, o Expectation Maximization (EM) é o mais adequado a ser aplicado neste contexto. A
questdo entdo surgida era relativa a quantidade de grupos (quatro grupos na versdo inicial). A fim
de esclarecer essa questdo foram realizados testes com uma quantidade variada de grupos (de dois a
sete grupos) para algumas proteinas do conjunto de teste inicial. Os testes indicaram que, para a
maioria das proteinas teste, as conformacdes obtidas pelas execucdes que consideraram seis grupos
apresentaram um valor de RMSD menor ao da conformacéo resultante de quatro grupos (alguns
desses resultados podem ser vistos na Figura 30). As conformagdes obtidas pelas demais proteinas
teste podem ser consultadas no Apéndice A. Como isso ndo foi um consenso e para alguns casos a
diferenca de RMSD entre as conformacdes foi pequena, optou-se por oferecer a possibilidade de
execucao do processo com quatro ou seis grupos na mineracdo de dados. Na reestruturacao técnica

do método, essa opc¢éo ficou representada por um parametro disponivel na biblioteca CReF.
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Figura 30 — Comparativo da conformagdo inicial das proteinas 1ZDD e 1GB1 com quatro e seis
grupos na mineracdo dos dados: (A) estrutura experimental da 1ZDD, (B) estrutura inicial da 1ZDD
com 4 grupos (RMSD: 9,82 A), (C) estrutura inicial da 1ZDD com 6 grupos (RMSD: 6,64 A), (D)
estrutura experimental da 1GB1, (E) estrutura inicial da 1GB1 com 4 grupos (RMSD: 21,05 A), (F)
estrutura inicial da 1GB1 com 6 grupos (RMSD: 14,85 A).

Na etapa 6 do CReF, os agrupamentos obtidos sdo rotulados conforme a regido que
ocupam no mapa de Ramachandran. Com base nos intervalos para os angulos phi e psi que
determinam cada agrupamento, uma funcdo indica a regido que corresponde ao intervalo no mapa
de Ramachandran. A analise desta funcdo apontou que os rétulos atribuidos ndo correspondiam aos
descritos na dissertacdo que apresentava a versao original do CReF. Isso ocasionava ddvidas na
aplicacdo das regras para construcdo da conformacdo inicial com base na predicdo de estrutura
secundaria obtida (Etapa 8). O modelo utilizado pelo PROCHECK (Laskowski et al., 1993)
embasou a realizagcdo de um novo mapeamento dos intervalos de &ngulos que determinam as
regibes do mapa de Ramachandran. Além dos ajustes para garantir 0 mapeamento correto das
regides, os rotulos também foram alterados para que ficassem de acordo com a descricdo do
método: de “h” para “A”, de “e” para “B”, de “t” para “L”, de “P” para “p” e de “t]” para “1”.

A andlise dos resultados parciais revelou que alguns residuos da estrutura inicial estavam
indevidamente localizados em regides ndo permitidas. Para corrigir isso e na busca de melhorias na
estrutura inicial, acrescentou-se a funcdo o mapeamento da regido ndo permitida do mapa de
Ramachandran. Os agrupamentos com angulos localizados nesta regido passaram a ser rotulados
com ‘X’ e foram desconsiderados pelas regras de aplicagdo do consenso da predicdo da estrutura

secundaria.
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A versdo original do CReF usava diferentes métodos para predizer a estrutura secundaria
conforme a proteina alvo submetida (DPM (Deléage e Roux, 1987), DSC, PHD, PREDATOR e
SCRATCH (Cheng et al., 2005)). Para a nova versdo definiu-se padronizar o método de predicéo a
aplicar para todas as submissdes. Nesse sentido, métodos de predigdo j& usados e outros métodos de
predicdo de estrutura secundéria disponiveis foram avaliados. Como o objetivo do CReF é predizer
estrutura 3D com base em proteinas com origem diferente da proteina alvo, métodos de predicao
baseados em homologia ndo foram considerados. Foram entdo avaliados os seguintes métodos de
predicdo de ES: SOPM (Geourjon e Deléage, 1994), NetSurfP (Petersen et al., 2009), GorV (Sen et
al., 2005), CSSP (Gupta et al., 2009), Sable (Adamczak et al., 2004), SAM-T08 (Karplus, 2009),
Sspro4 (Cheng et al., 2005) e Porter (Pollastri e McLysaght, 2005). O desempenho individual dos
métodos usados na aplicacdo do consenso da versdo original do CReF (DPM, DSC, PHD,
PREDATOR e SCRATCH) também foram avaliados. A predi¢do de estrutura secundéria obtida em
cada um dos métodos avaliados foi comparada, residuo a residuo, com a estrutura determinada
experimentalmente para determinar a acurécia de cada método (esta analise pode ser consultada no
Apéndice B). Nos testes realizados, 0 método Porter apresentou a melhor acuracia para a maioria
das proteinas, exceto para proteinas muito pequenas, como a 1K43 (com menos de 20
aminodcidos). Com base nesses resultados definiu-se o Porter como método a ser utilizado na
predicdo de estrutura secundaria para proteinas com 20 ou mais aminoacidos, e, para proteinas com
menos de 20 aminoacidos, optou-se por utilizar o método SAM-T08. O SAM-T08 foi 0 método
com a melhor acurécia para mini-proteinas.

Na etapa 8, a predicdo de estrutura secundaria guia a escolha dos grupos retornados pelo
Weka para representar cada um dos aminoécidos. A realizacdo de sucessivos testes indicou que as
regras que orientam essa escolha deveriam ser alteradas para compreenderem as diferentes situacdes

possiveis. A nova versao do CReF passou a aplicar as regras 1 e 2 da seguinte forma:

Regra 1: o(s) grupo(s) ki deve ter rot igual ao rotulo identificado para o i-ésimo
aminoacido no consenso da predicdo da estrutura secundaria. Quando for selecionado mais de um
grupo, deve ser escolhido o grupo com maior numero de tuplas t; (Dorn, 2008). Essa escolha varia
conforme o tipo de estrutura secundaria identificada na predigé&o:

— Hélice a (h): escolher os grupos rotulados por “A” (regido mais favoravel), caso nao
exista grupo nessa condi¢do, deve escolher um grupo rotulado por “a” (regido
favoravel);

— Folha B (e): escolher os grupos rotulados por “B” (regido mais favoravel), caso ndo
exista grupo nessa condicdo, deve escolher um grupo rotulado por “b” (regido

favoravel);
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— Volta ou alga (c): escolher os grupos rotulados por “c” (~a, ~b, ~I, ~p e restante da
area), em seguida grupos rotulados por: "p" (regido favoravel), "a" (regido favoravel),
"b" (regido favoravel), "B" (regido mais favoravel), "A" (regido mais favoravel).

Regra 2: se na predicdo da estrutura secundaria for predito um estado conformacional de
estrutura regular (h ou e) para o i-ésimo residuo e ndo existir um grupo k; com rotulo rot igual ao
identificado para este residuo, deve-se proceder de acordo com a posicdo do i-ésimo residuo na
sequéncia:

— Inicio e fim: se o i-residuo estiver no inicio ou no fim da sequéncia deve-se aplicar a
regra 1 para volta ou alca para escolher um grupo k;.

— Meio: se o i-residuo estiver entre residuos para os quais forem encontrados grupos
conforme a regra 1, deve-se proceder calculando o valor médio entre os angulos
presentes nos residuos i — 1 e i + 1. Os valores obtidos devem representar o i-simo
residuo na sequéncia alvo K, isso se justifica pelo padrdo existente entre os angulos
diedros dos aminoécidos que compfem as estruturas secundarias regulares (Dorn,
2008).

— Residuos continuos: se o i-residuo estiver entre um residuo i — 1 para o qual foi
encontrado um grupo k; (a) e um residuo i + 1 também sem grupo correspondente ao
tipo de estrutura, devera ser buscado o proximo residuo i + n (b) para o qual tenha sido
encontrado grupo. Entdo, deve-se proceder com o calculo da média entre (a) e (b), o
valor obtido deve substituir o i-residuo. Apds isso o célculo do residuo i + 1 sera
composto pela média i-residuo e do residuo i + n. O valor obtido deve substituir o

residuo i + 1.

Estas regras eram aplicadas de forma manual para determinar quais agrupamentos
representariam cada aminoacido da sequéncia alvo na versdo inicial. Na nova versdo do CReF,
essas regras passaram a ser aplicadas automaticamente, desde que a informacdo da predi¢do da

estrutura secundaria esteja disponivel.

5.2 O problema da otimizagéo de voltas e algas

Como ja foi visto na secdo 3.4, voltas e alcas sdo espirais desorganizadas que conectam

estruturas secundarias regulares e podem corresponder a um ter¢co de uma proteina. Na Tabela 5 é
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possivel observar-se alguns dos diferentes tipos de voltas existentes. As al¢cas aparecem na maioria
das proteinas com mais de 60 residuos, uma ou mais vezes, e se localizam, frequentemente, na
superficie para exercer seu papel no reconhecimento bioldgico. As regides de volta e alca possuem
grande influéncia na determinacdo da forma de enovelamento das proteinas, isto &, na forma como
as estruturas secundarias regulares organizam-se em nivel terciario (Fiser et al., 2000). Isso se deve
ao fato de que essas estruturas sdo bem mais flexiveis nas mudancas conformacionais do que
hélices e folhas e, por tanto, podem ocupar qualquer regido no mapa de Ramachandran, inclusive
regibes de estruturas regulares. Em virtude disso, essas regibes provocam distor¢des no
enovelamento que sdo dificeis de serem previstas a priori (Fiser et al., 2000).

A construcdo de regides tdo sensiveis quimicamente é influenciada por uma série de
restricdes (Liu et al., 2009). Por exemplo, as restri¢cdes do tipo estérica procuram evitar a ocorréncia
de colisBes entre as cadeias laterais, o que impacta de forma direta na qualidade da conformacédo. Ja
as restri¢des de planaridade limitam os angulos de torcéo da cadeia principal das proteinas.

A conformacdo de uma regido de volta é influenciada também por &tomos que ndo fazem
parte da regido, mas precedem e sucedem essa regido (Fiser et al., 2000). Por isso, em uma
abordagem que busque por segmentos que combinem com esta estrutura € importante considerar
estas regides (Fiser et al., 2000). A escolha desses segmentos deve ser orientada por critérios de
geometria e/ou similaridade com a sequéncia alvo. Quando ha a necessidade de enderecar a
modelagem para uma classe especifica de voltas que permita o uso de bibliotecas, essa abordagem é
mais eficiente. Se a busca for realizada diretamente em uma base de dados de proteinas, como o
PDB, é de extrema importancia estabelecer critérios para limitar a busca, da mesma forma como é
feito na busca de proteinas molde para uma predicéo.

A dificuldade na predicao destas regides aumenta conforme o tamanho do segmento (Fiser
et al., 2000). Para segmentos maiores podem ser encontradas mais conformacgdes incorretas, por
isso, a funcdo de energia, ou outro critério adotado, precisa identificar corretamente as melhores
conformacfes. Os testes realizados por Fiser et al. (2000) comprovaram essa dificuldade e
demonstraram que o ambiente pode influenciar no resultado final das conformagdes. Distor¢des no
ambiente geram erros que tem maior impacto em regides menores do que nas maiores. 1sso deve
explicar-se pelo fato desses casos ja possuirem baixa precisdo em ambiente nativo (Fiser et al.,
2000).

Os erros na modelagem de voltas e algas podem ser compostos por erros na conformagao e
por erros na orientacdo em relacéo ao resto da proteina (Martin et al., 1997; van Vlijmen e Karplus,
1997). Uma das métricas mais comuns para medir esse erro € o0 RMSD, que pode ser local ou
global. O RMSD local fornece a precisao da conformacéo, pois ndo depende da orientagdo. Ja o

RMSD global depende da conformacdo resultante da orientacdo da proteina predita (Fiser et al.,
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2000). Portanto, a melhor conformacdo precisa apresentar uma combinagdo de menor valor de
ambas as métricas, entre outras. A precisdo da modelagem pode ser avaliada também em termos de
RMSD e energia potencial, a conformacdo mais proxima da experimental deve ter baixo RMSD e
baixa energia potencial. A obtencdo dessa combinacéo de valores ndo é uma tarefa facil, o que foi
comprovado pelos experimentos iniciais do CReF.

H& uma grande quantidade de métodos que tem por objetivo a modelagem dessas regifes e
que usam diferentes abordagens. Dentre eles, ha uma classe de métodos analiticos que determina a
conformacdo adequada através da identificacdo das possiveis solugdes para um conjunto de
equacdes algébricas derivadas da distancia geométrica, conforme descrito no trabalho de Go e
Sheraga (1970) e outros que se baseiam na teoria cinematica (Kolodny et al., 2005; Cahill et al.,
2003). A abordagem chamada Cyclic Coordinate Descent — CCD (Canutescu e Dunbrack, 2003)
que trata de voltas com diferentes comprimentos através do ajuste iterativo dos angulos diedro foi
incorporada ao Rosetta que apresentou os resultados obtidos em (Hu et al., 2007; Wang et al.,
2007). H& métodos que se baseiam nas restricfes impostas a estas regides, como o algoritmo
desenvolvido por Liu et al. (2009) que inicia com coordenadas atdbmicas randémicas e que gera
conformac®es independentes com base em um esquema de ajuste de distancias.

Os resultados da versdo inicial do CReF comprovaram o qudo complicado é predizer
espirais desorganizados. Tendo em conta as especificidades das regides de voltas e alcas, a versao
inicial do CReF tratou-as na etapa 9 (se¢do 4.9). Esse tratamento gerava conformac6es com base na
escolha aleatoria dos angulos de tor¢do para compor uma regido de volta. A partir dessa escolha as
conformac@es eram construidas com o ajuste das cadeias laterais. O intervalo de conformacdes a ser
analisado era reduzido através de matemaética intervalar e uma funcéo de energia potencial indicava
a melhor conformacdo para representar a regido analisada. Na busca pela melhoria na predicdo
dessas regides decidiu-se, no ambito deste trabalho, abandonar essa estratégia e adotar uma nova.
Seguindo a tendéncia dos métodos de modelagem de voltas e al¢cas e dos métodos de avaliacdo de
qualidade das conformagdes, foi escolhida a técnica de Dindmica Molecular (DM) como estratégia
de refinamento da conformacéo inicial predita pela nova versdo do CReF. Para a realizagédo do
refinamento dessa conformacdo buscou-se ensaiar um protocolo com a indicagdo de parametros
para as simulacdes, de forma que pudessem conduzir a melhoria da conformagédo predita. O
detalhamento sobre os pardmetros e os resultados deste refinamento € apresentado no proximo

capitulo.
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53  Resumo do capitulo

Este capitulo discorreu sobre as melhorias realizadas no CReF e originaram uma nova
versdo da ferramenta. As implementagdes foram divididas em melhorias técnicas e melhorias do
método. A mais significativa das melhorias foi na forma de execucdo que deixou de ser manual e
passou a ser automatizada. Na nova versdo o usuario pode disparar as diferentes etapas que geram a
conformacéo inicial atraves de um Unico comando. Apenas duas tarefas do método podem
necessitar da intervencdo manual do utilizador.

O problema da otimizag&o de voltas e algas foi aqui descrito com o intuito de demonstrar
como esse tema € importante e para justificar a mudanca na forma como essa questdo passou a ser
tratada na nova versdo do CReF. O tratamento das regifes de voltas e alcas deixou ser considerado
uma etapa do CReF e passou a ser tratado como um processo pos-CReF de refinamento da

conformacao inicial.
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6. Experimentos

Nesta secédo serdo descritos os experimentos realizados e os resultados obtidos com a nova
versdo do método CReF gerada por este trabalho. Os experimentos iniciaram pelo mesmo conjunto
de teste utilizado na versdo inicial do CReF. Compdem este conjunto seis proteinas cujas estruturas

3D séo conhecidas e representam diferentes classes de proteinas:

Tabela 8 — Conjunto inicial de proteinas teste utilizado nos experimentos de predicdo com o
método CReF.

PDB Nome Classe SCOP Enovelamento Referéncias
17DD Dominio A da mini-proteina roteina broietada ramDo o (Starovasnick et al.,
estabilizada por pontes dissulfeto P proJ gramp 1997)
1K43 | Cadeia A da proteina MBH12 proteina projetada g:z;zg;dg (Pastor et al., 2002)
Cadeia A da proteina ROP
1ROP (Escherichia coli) a grampo o (Banner et al., 1987)
1UTG Cadeia A da Uteroglobina a multi hélices (Morize et al., 1987)
(Coelho)
1GAB Cadeia A da proteina PAB " pacote de 3 (Johansson et al.,
(Escherichia coli) hélices 1997)
Dominio B1 da proteina G do (Gronenborn et al
1GB1 | streptococcal a+f Mistura o e S N
. 1991)
(Streptomyces griseus)

Complementarmente a estas proteinas, foram realizados testes com um novo conjunto de

proteinas teste que sdo apresentadas a seguir.

6.1  Definicdo de novo conjunto de proteinas teste

No intuito de aprimorar a predicdo do método CReF foi definido um novo conjunto de dez
proteinas para teste. A escolha desse conjunto tomou por base artigos que descreviam a realizacéo
de testes de predicéo de estrutura 3D por outros métodos. Além de considerar proteinas ja utilizadas
em testes, foram selecionadas aquelas com diferentes classes estruturais (o, e off) e tamanhos
diferenciados (pequenas: com menos de 50 residuos, médias: de 50 a 90, grandes: acima de 90). As
proteinas selecionadas apresentam um empacotamento organizado das estruturas secundarias e
foram testadas nos trabalhos de Simons et al. (2001), de Zhang et al. (2002) e de Zhang et al.

(2003). Somente a proteina de codigo PDB 1YWJ ndo foi utilizada em testes prévios. Essa proteina
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foi selecionada por meio de consulta ao PDB por pequenas ou mini-proteinas. As dez proteinas

selecionadas foram:

Proteinas pequenas

e 2ERL.: Estrutura cristalina do feroménio ER-1 do protozoéario ciliado Euplotes
raikovi, determinada por raios X, considerada proteina pequena (40 aminoacidos),
classe SCOP a, (Anderson et al., 1996).

e 1YWJ: Estrutura do dominio FBPWW1 (Homo sapiens), determinada por NMR,
considerada proteina pequena (41 aminodacidos), classe SCOP B, (Pires et al., 2005).

e 1GPT: Estrutura em solucédo das tioninas gama 1-H e gama 1-P de cevada (Hordeum
vulgare) e endosperma de trigo determinada por 1H-NMR: um motivo estrutural
comum a proteinas toxicas de artropodes. Determinada por NMR, considerada
proteina pequena (47 aminoacidos), classe SCOP pequenas proteinas (of), (Bruix et

al., 1993).
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Figura 31 — Proteinas pequenas: (A) 2ERL, (B) 1YWJ, (C) 1GPT.

Proteinas medias

e 1C5A: Estrutura tridimensional da Cb5agesarg de porco, determinada por NMR,
considerada proteina média (73 aminoacidos), classe SCOP a, (Williamson e Madison,
1990).

e 1CSP: Estrutura cristalina da proteina principal de choque frio de Bacillus subtilis
(Escherichia coli), determinada por raios X, considerada proteina média (67
aminoacidos), classe SCOP 3, (Schindelin et al., 1993).
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e 1CTF: Estrutura do dominio C-terminal da proteina ribossomal L7/L12 de
Escherichia coli, determinada por raios X, considerada proteina média (74
aminoacidos), classe SCOP a+f, (Leijonmarck e Liljas, 1993).

e 10PD: Proteina rica em histidina (HPr), mutante Ser46Asp de Escherichia coli,
determinada por raios X, considerada proteina média (85 aminodcidos), classe SCOP
a+P, (Napper et al., 1996).
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Figura 32 — Proteinas médias: (A) 1CSP, (B) 1CTF, (C) 1C5A, (D) 10PD.

Proteinas grandes

e 2EZK: Estrutura em solucéo do subdominio Ibeta de ligagdo ao DNA da extremidade
Mu da transposase Mu do fago Entobacteriofago Mu, determinada por NMR,
considerada proteina grande (99 aminoacidos), classe SCOP a, (Schumacher et al.,
1997).

e 1KSR: Estrutura em solugdo do fator de gelificacdo da actina F (ABP-120) de
Dictyostelium discoideum, determinada por NMR, considerada proteina grande (100
aminoacidos), classe SCOP B, (Fucini et al., 1997).
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1ERV: Estrutura da tioredoxina humana (Homo sapiens) mutante Cys73Ser (forma
reduzida), determinada por raio X, considerada proteina grande (105 aminoé&cidos),
classe SCOP o/B, (Weichsel et al., 1996).

C-terminal

C-terminal

C-terminal
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Figura 33 — Proteinas grandes: (A) 2EZK, (B) 1KSR, (C) 1ERV.

6.2

Materiais e métodos

O desenvolvimento da nova versao do CReF envolveu o uso de um conjunto de

ferramentas e algumas parametrizacbes importantes para a execu¢do do método. Quanto a

parametrizacdes, o tamanho dos fragmentos foi mantido o mesmo da verséo inicial (I = 5 residuos).

Para a selecdo de proteinas molde foi adotado como critério a exclusdo de todas aquelas proteinas
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com mais de 30% de identidade que apresentassem relacdo evolucionaria com a proteina alvo. A
relacdo evolucionaria pode ndo apresentar-se exclusivamente pela identidade, ela pode estar
caracterizada por uma origem comum, enovelamento semelhante, etc. Para alguns casos a
combinacdo de uma série de caracteristicas determinara se a proteina molde devera ser excluida ou
ndo, portanto, o ideal seria a anélise de um especialista. Quanto mais criteriosa for a indicacdo das
proteinas alvo a excluir, maior sera a garantia de que a predicdo do CReF baseia-se em estruturas
diferentes da proteina alvo. Na biblioteca criada com as principais funcdes do CReF também estéo
disponiveis os parametros para execucdo do método e que podem ser alterados pelo usuario

conforme a necessidade. A figura a seguir apresenta estes parametros adaptaveis:

#!/usr/bin/env python
# -*- coding: latinl -*-

path_def = "/home/karina/CReF/arquivos/|"

path info seq
path alvo blast
path _alvo seq
path pdb list
path pdb dow
path pdb info
path fragm

path pdbs
path_angulos
path var _ang
path weka
path_results
path _organizados
path branch
path _intervalos
folder estr ini
path _estr ini

path def + "info.seqg"
path def + "alvo.blast"
path _def + "alvo.seq"
path def + "pdb 3
path_def + "pdb.
path_def + "pdb info/"

path def + "fragm pdb list/"
"/media/SAMSUNG/pdbs/" #path def + "pdbs/"
path_def + "angulos/"

path_def + "variacao angulos/"

path def + "weka/"

path def + "weka/results/"

path_def + "weka/results/organizados/"
path_def + "branch bound/"

path_def + "branch_bound/intervalos/"
"branch_bound/estr inicial/"

path def + folder estr ini

L LI L | A A1 | (| | L | L O [ | 1}

6 # ou 4
"karina.dallagno@acad.pucrs.br"

num_grupos weka
email pred

Figura 34 — Parametros para execuc¢do na nova versdo do CReF.

O CReF é executado em ambiente Linux e foi desenvolvido na linguagem de programacao
Python. A biblioteca BioPython de cddigo aberto foi adaptada para a realizacdo da consulta ao
BLASTp (mdédulo NCBIWWW) e do download do arquivo das proteinas molde junto ao banco de
dados PDB. A predicao de estrutura secundaria é feita através de dois métodos que disponibilizam
pagina web para submissdo das sequéncias e enviam o resultado da predicdo por e-mail. Para
proteinas com 20 ou mais aminoacidos fez-se uso do método Porter (http://distill.ucd.ie/porter/) e
para pequenas proteinas fez-se uso do método SAM-T08
(http://compbio.soe.ucsc.edu/SAM_TO08/T08-query.html). Para a implementacdo da submisséo
automatica de sequéncias ao Porter usou-se a linguagem de programagdo Ruby 1.9.2

(http://www.ruby-lang.org/pt/) que é de codigo aberto.
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Para o célculo dos angulos de tor¢éo foi usada a ferramenta Torsions que a partir da leitura
do arquivo PDB calcula os angulos phi, psi e dmega. A etapa de data mining foi implementada
atraves da ferramenta Weka 3.6.0 que identifica padrdes de agrupamento para os dados submetidos
conforme os fragmentos da sequéncia alvo. A constru¢do da conformagdo inicial com base nos
resultados da mineracdo de dados e da predicdo de estrutura secundaria foi realizada com o
AMBER 9. Ao final da execugdo do CReF, a nova versdo permite a visualizagdo da conformagéo
inicial que é feita através da ferramenta Jmol 12.2.5.

A avaliacdo de um método de predicao deve ser realizada com a aplicacdo de métricas que
possam quantificar a qualidade da estrutura predita. Para a avaliacdo da nova versdo do CReF
analisou-se as métricas utilizadas na avaliacdo dos grupos participantes da categoria de refinamento
de estruturas do CASP9 (descritas em (MacCallum et al., 2011)). Dentre as métricas consideradas
estava 0 desvio médio quadratico (RMSD - Root Mean Square Deviation) que realiza uma
comparacdo atomo a 4&tomo de cada estrutura. Levando em conta que as estruturas preditas a serem
avaliadas se tratavam de conformacdes iniciais, considerou-se que métricas mais complexas ndo
seriam adequadas para esta avaliacdo. Por isso, optou-se por usar 0 RMSD como métrica devido a
facilidade de célculo e por permitir uma avaliacdo global quando aplicado a toda conformacéo e
uma avaliacdo local quando aplicado a uma estrutura secundaria.

As analises das conformacdes obtidas, a sobreposicéo da estrutura predita com a estrutura
experimental e o calculo do RMSD foram realizados na ferramenta Swiss-PdbViewer v4.0.1 (Guex
e Peitsch, 1997). Esta ferramenta permite que a estrutura possa ser girada e avaliada sob diferentes
angulos, entre outras analises, 0 que permite uma andlise da qualidade da predi¢do complementar ao
valor do RMSD. O célculo do RMSD foi obtido pela sobreposi¢ao dos atomos Ca da estrutura
predita com os Ca da estrutura experimental ou de comparagdo. A criacdo de mapas e algumas
analises foram realizadas por meio do Ramachandran Plot 2.0
(http://dicsoftl.physics.iisc.ernet.in/rp/index.html) que permite a geracdo de mapas com base em
um codigo PDB ou em um arquivo, e também disponibiliza op¢fes de visualizacdo: como da
proteina inteira ou de apenas um segmento. As representacdes graficas das estruturas 3D foram
preparadas através do PyMOL (Delano, 2002).

A implementagdo da nova versdo do CReF foi realizada em um ambiente de maquina
virtual com o sistema operacional Ubuntu 10.04. Essa maquina virtual é executada em um notebook
HP Intel CPU T2050 1,60 GHz com sistema operacional Windows XP, 103 GB de espago em disco
e 2 GB de memoria RAM.

Como o refinamento usa estratégias e ferramentas diferentes em um contexto bem
especifico, optou-se pela descricdo dos materiais e métodos juntamente com a descricdo do

protocolo na secdo 6.5.
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6.3  Experimentos com a nova versao do CReF

Ao contrério do que se considerou inicialmente, 0s experimentos da primeira versdo nao
puderam ser repetidos. Para isso seria necessario considerar o mesmo conjunto de proteinas molde
dos experimentos iniciais, mas ndo havia a relacdo desses moldes para todas as proteinas utilizadas
nos experimentos. Portanto, como 0s experimentos iniciais e os atuais foram realizados sobre
conjuntos de proteinas molde diferentes, os resultados ndo sdo comparaveis de forma direta. Sendo
assim, os resultados iniciais (estrutura 3D e valor de RMSD) serviram de pardmetro para 0S
experimentos da nova versdo. Os resultados iniciais considerados referem-se & conformacéo inicial,
isto é, referem-se a conformacéo obtida antes da execucdo da etapa de otimizacdo das regides de
volta e alca. Isso foi necessario ja que a nova versdo do CReF considera a otimizacdo dessa regido
um processo pos-CReF. Dessa forma, as predigdes geradas pelos experimentos iniciais sao
comparaveis apenas as conformac6es obtidas apds o refinamento da conformacdo inicial resultante
da execucdo da nova verséo.

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados para algumas proteinas alvo do conjunto
de teste: duas delas pertencentes ao conjunto teste dos experimentos iniciais e as outras duas
pertencentes ao novo conjunto de proteinas teste. Para as duas primeiras proteinas o objetivo, além
de analisar os resultados, é avaliar a diferenca no desempenho de ambas as versdes do CReF. Para
as outras proteinas o objetivo é analisar se as caracteristicas do método mantém-se com outros
alvos. O resultado obtido para as demais proteinas alvo pode ser consultado em formato resumido
no Apéndice C deste trabalho.

6.3.1 Estudo de caso 1: 1ZDD

O Dominio A da mini-proteina estabilizada por pontes dissulfeto cujo codigo PDB € 1ZDD
foi alvo dos testes de predigdo de ambas as versdes do CReF. A sua sequéncia com 34 residuos de
aminoéacidos foi dividida em 30 fragmentos com tamanho de | = 5 residuos. Para a busca dos
fragmentos molde no PDB foram excluidas 19 proteinas que apresentaram relagdo evolucionaria
com a proteina alvo. Essas sdo as mesmas proteinas que foram desconsideradas no teste realizado
com a versdo inicial do CReF: 1ZDC, 1ZDD, 1L6X, 10Q0, 10QX, 1ZDA, 1ZDB, 2SPZ, 1LP1,
1Q2N, 1FC2, 1BDC, 1BDD, 1SS1, 1DEE, 1EDK, 1EDJ, 1EDI e 1EDL.

A Tabela 9 apresenta os fragmentos na qual a 1ZDD se dividiu e um comparativo entre a
quantidade de moldes obtida com a versdo inicial e com a nova versdo. Em media, houve um

crescimento de 137% na quantidade de moldes encontrados por fragmento.
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Tabela 9 — Quantidade de moldes por fragmento da proteina alvo 1ZDD.

Fragmentos CReF 1.0 CReF 2.0 Crescimento
N°moldes  N° moldes

FNMQC 34 49 144 %
NMQCOQ 40 47 118 %
MOCOQR 38 66 174 %
QCORR 28 65 232 %
CORRF 47 71 151 %
ORRFY 30 32 107 %
RRFYE 52 31 60 %
REYEA 30 26 87 %
FYEAL 42 51 121 %
YEALH 37 64 173 %
EALHD 45 58 129 %
ALHDP 49 53 108 %
LHDPN 53 58 109 %
HDPNL 22 40 182 %
DPNLN 50 46 92 %
PNLNE 24 41 171 %
NLNEE 46 57 124 %
LNEEQ 34 26 76 %
NEEQR 37 28 76 %
EEQRN 35 45 129 %
EQRNA 57 44 77 %
ORNAK 14 39 279 %
RNAKI 29 36 124 %
NAKIK 20 55 275 %
AKIKS 28 45 161 %
KIKSI 40 42 105 %
IKSIR 74 40 54 %
KSIRD 22 44 200 %
SIRDD 16 28 175 %
IRDDC 35 33 94 %

A nova versdo do CReF possibilita a escolha da quantidade de grupos a serem buscados na
etapa de mineracdo de dados, que pode ser quatro ou seis. Foram realizados testes com ambas as
quantidades de grupos, mas considerando 0 mesmo conjunto de proteinas molde. Desta forma, para
ambos os casos, foi submetido o mesmo conjunto de dados para a mineragdo. O resultado da
mineracdo indica um conjunto de grupos de angulos phi e psi para representar cada residuo de
aminoéacido da sequéncia alvo, excluindo os dois primeiros e os dois Ultimos residuos da sequéncia.
Os grupos candidatos a representar cada residuo sdo apresentados em ordem de significancia, isto &,

0 primeiro grupo é aquele que reuniu uma quantidade maior de moldes e, assim por diante. Cada
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grupo é classificado de acordo com a regido do mapa de Ramachandran a que ele se refere. O
resultado da predicdo da estrutura secundaria orienta na escolha do grupo que deve representar cada
residuo. Portanto, para cada residuo deve ser escolhido o grupo mais significativo que tenha a
mesma classificacdo indicada pela predi¢do 2D. Na analise, sob 0 ponto de vista da regido do mapa
de Ramachandran, o processo de mineracdo teve um acerto de 67%, isto €, para 20 residuos nao
houve a necessidade de selecionar outro grupo para representa-lo. Para os residuos em que foi
necessario selecionar outro grupo, encontrou-se para todos 0s casos um grupo com classificacao
conforme a indicacéo da predicao 2D.

A partir da conformacgéo inicial foram analisadas as estruturas secundérias da 1ZDD que
sdo duas hélices: hélice 1 com 11 residuos e hélice 2 com 14 residuos. A sobreposicdo dessas
estruturas com as estruturas secundarias da proteina experimental comprovou que as estruturas
foram bem preditas, mantendo o desempenho da versdo inicial, conforme demonstram os valores
em RMSD:

Tabela 10 — Analise do RMSD em A das estruturas secundarias e conformacdo inicial das
predicdes da 1ZDD.

Estrutura 2D RMSD 4 Grupos RMSD 6 Grupos
Hélice 1 0,49 0,55
Hélice 2 0,70 0,99
Conformacdo inicial 9,82 6,64

Os mapas da Figura 35 também confirmam a boa predicdo das hélices (correspondem a
concentracdo de pontos na regido “A” em vermelho) e, de forma geral, a predicdo (B e C) ocupou as
mesmas regibes do mapa que foram ocupadas pela estrutura experimental (A). Os residuos da
predicdo que ficaram mais deslocados foram os da algca, como 0 ASP15 que nas predicdes ficou na

regido de “~1” quando deveria ficar na regido de “b”.
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Figura 35 — Mapa de Ramachandran da proteina alvo 1ZDD: (A) mapa da estrutura experimental,

(B) mapa da estrutura predita sem otimizacdo com base em 4 grupos na etapa de mineracdo de
dados, (C) mapa da estrutura predita sem otimizacdo com base em 6 grupos na mineragao.

Figura 36 — Comparagdo da conformacdo inicial da proteina 1ZDD com varia¢do de grupos na
mineracdo dos dados: (A) estrutura experimental da 1ZDD, (B) conformacéo inicial com 4 grupos
(RMSD: 9,82 A) e (C) conformagc&o inicial com 6 grupos (RMSD: 6,64 A).
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A andlise das estruturas gréficas da Figura 36 ajuda a compreender a diferenca indicada
pelos valores RMSD. Quanto as hélices pode-se ver que elas estdo um pouco desalinhadas quando
comparadas a estrutura experimental, mas bem formadas conforme mostram os valores de RMSD
da Tabela 10 e mapa de Ramachandran (Figura 35). A diferenca principal estd na conformacéo da

alca que liga as hélices, da mesma forma como mostraram os resultados preliminares.

C-terminal

N-terminal

Figura 37 — Estrutura 3D predita (conformacdo inicial) pela versdo inicial do CReF antes da
otimizacao de voltas (RMSD: 5,51 A) (Dorn, 2008).

Para a proteina alvo 1ZDD a nova versdo do CReF obteve uma conformacdo inicial
(Tabela 10) com valor de RMSD proximo a conformacdo obtida inicialmente. Devido a falta de
historico e aos problemas para execucdo da versdo inicial do método néo é possivel afirmar se a
versdo inicial manteria esse resultado nas condi¢6es atuais do banco de dados PDB.

A 1ZDD também foi submetida para predicdo em dois dos principais métodos de predi¢do
de estrutura terciaria. O método I-Tasser permite a exclusdo de proteinas que tem relacdo
evolucionéria com a proteina alvo, desta forma a submissdo foi realizada excluindo o mesmo
conjunto de proteinas alvo que o CReF. O RMSD da estrutura predita foi de 1,57 A, mas que ndo
pode ser comparado aos valores da Figura 36 ja que estas sdo conformacgdes iniciais sem
refinamento de voltas e algas. A 1ZDD também foi submetida ao Robetta (Kim et al., 2004) cuja
estrutura predita apresentou 1,32 A de RMSD, mas este ndo é comparavel ao CReF. Isso se deve ao
fato que a predicdo do Robetta foi realizada com base em moldes que foram excluidos pelo CReF,
isto é, a predicdo foi realizada com base em moldes muito proximos a proteina alvo. Esses
resultados referem-se a conformacéo final da predicdo, isto €, podem ser comparaveis ao resultado
do refinamento de uma conformag&o inicial. Neste sentido, sdo resultados de referéncia de uma

excelente predicdo 3D para a proteina 1ZDD.
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6.3.2 Estudo de caso 2: 1GB1

O Dominio B1 da proteina G do streptococcal cujo codigo PDB é 1GBL1 foi alvo dos testes
de predicdo de ambas as versfes do CReF. Na busca por fragmentos molde no PDB foram
excluidas 62 proteinas que apresentaram relacdo evolucionaria com a proteina alvo: 1GB1, 1PGA,
1PGB, 2GB1, 2KBT, 3GB1, 3MP9, 11BX, 1PN5, 2GI9, 212Y, 2138, 2JSV, 2JU6, 2KOP, 2KHU,
2KHW, 2KN4, 2KQ4, 2KWD, 2QMT, 1FCC, 2IGG, 2J52, 2J53, 2PLP, 1FD6, 1QKZ, 1UWX,
2KLK, 2RMM, 2CWB, 2DEN, 2RPV, 1Q10, 2ZW0, 1FCL, 1IGC, 1IGD, 1PGX, 2IGD, 2IGH,
2NMQ, 1EM7, 1P7E, 1P7F, 20ED, 1GB4, 1MPE, 1IMVK, 3FIL, 20NQ, 20N8, 2ZW1, 1MI0,
IMHX, 2JWU, 2KDM, 2KDL, 1ZXH, 2JWS e 1LE3. Dentre elas estdo as 35 proteinas
desconsideradas no teste realizado com a vers&o inicial do CReF.

Os 56 residuos de aminoacidos da sua sequéncia foram divididos em 52 fragmentos com
tamanho de | = 5 residuos. Estes fragmentos e um comparativo entre a quantidade de moldes obtida
com a versao inicial e com a nova versdo sao apresentados na tabela a seguir. Em média, houve um

crescimento de 353% na quantidade de moldes encontrados por fragmento.

Tabela 11 — Quantidade de moldes por fragmento da proteina alvo 1GB1.

Fragmentos  CReF 1.0 CReF 2.0 Crescimento
N°moldes  N°moldes

MTYKL 16 29 181 %
TYKLI 37 159 430 %
YKLIL 18 53 294 %
KLILN 12 44 367 %
LILNG 19 63 332 %
ILNGK 34 51 150 %
LNGKT 10 27 270 %
NGKTL 35 49 140 %
GKTLK 15 49 327 %
KTLKG 15 63 420 %
TLKGE 15 74 493 %
LKGET 12 55 458 %
KGETT 8 43 538 %
GETTT 19 29 153 %
ETTTE 21 43 205 %
TTTEA 3 29 967 %
TTEAV 13 70 538 %
TEAVD 18 46 256 %
EAVDA 42 45 107 %
AVDAA 18 35 194 %
VDAAT 33 48 145 %

Continua na préxima pagina
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Fragmentos  CReF 1.0 CReF 2.0 Crescimento
N°moldes  N° moldes

DAATA 15 28 187 %
AATAE 14 57 407 %
ATAEK 14 38 271 %
TAEKV 21 64 305 %
AEKVF 19 29 153 %
EKVFK 16 32 200 %
KVFKQ 20 118 590 %
VEFKQY 15 61 407 %
FKQYA 10 60 600 %
KQYAN 58 47 81 %
QYAND 52 60 115 %
YANDN 15 59 393 %
ANDNG 5 59 1.180 %
NDNGV 18 45 250 %
DNGVD 29 39 134 %
NGVDG 13 51 392 %
GVDGE 7 44 629 %
VDGEW 21 66 314 %
DGEWT 16 35 219 %
GEWTY 49 66 135 %
EWTYD 17 57 335 %
WTYDD 12 43 358 %
TYDDA 11 56 509 %
YDDAT 35 33 94 %
DDATK 15 36 240 %
DATKT 11 39 355 %
ATKTF 16 48 300 %
TKTET 5 72 1440 %
KTFTV 17 49 288 %
TETVT 15 44 293 %
FTVTE 18 42 233 %

O processo de mineracao teve um acerto de 56% em relacdo aos grupos mais significativos
para representar os residuos, isto €, para 23 grupos foi necessario selecionar outro grupo para
representar o residuo. Para todos esses casos encontrou-se um grupo com classificacdo conforme a
indicada pela predicédo 2D.

A proteina 1GB1 apresenta uma estrutura secundaria do tipo helice (com 13 residuos) e
uma folha  com quatro fitas. Essas estruturas foram analisadas na conformacéo inicial e a hélice
foi bem predita conforme demonstra o valor do RMSD abaixo. J4 as fitas ndo foram formadas, da

mesma forma como aconteceu no teste da versao inicial.
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Tabela 12 — Analise do RMSD em A das estruturas secundarias e conformacdo inicial das

predicdes da 1GB1.

Estrutura 2D RMSD 4 Grupos RMSD 6 Grupos
Hélice 1 1,58 1,60
Fita 1 0,71 0,88
Fita 2 0,89 1,04
Fita 3 0,27 0,39
Fita 4 0,43 0,33
Conformacdo inicial 21,05 14,85
1801 T p—
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Figura 38 — Mapa de Ramachandran da proteina alvo 1GB1: (A) mapa da estrutura experimental,

(B) mapa da estrutura predita sem otimizagdo com base em 4 grupos na etapa de mineracdo de
dados, (C) mapa da estrutura predita sem otimizagdo com base em 6 grupos na mineracao.
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Os mapas apresentados na Figura 38 também mostram a boa predicdo da hélice, que
corresponde a concentracdo de pontos na regido “A” (mais favoravel em vermelho). Em (B) e (C)
verifica-se que nestas concentracfes os pontos ficaram reunidos e alguns sobrepostos, ja em (A) vé-
se 0s pontos mais dispersos. Ainda em relacdo a hélice, vé-se que a predigdo com quatro e seis
grupos ocuparam praticamente a mesma regido. Em relagdo as fitas, as predicbes com ambos 0s
grupos concentraram os residuos na regido de “B”. Alguns residuos das fitas localizam-se em outras
regibes do mapa na estrutura experimental (A), para estes residuos as predicdes apresentaram a
principal divergéncia mapeando-os em regides diferentes e com maiores distor¢oes. Nos mapas (B)
e (C) observa-se alguns residuos identificados e que ocupam outras regiGes, como por exemplo:
Asn37, Val39 e Asp 40. Estes residuos sdo de regibes de volta e juntamente com os demais residuos
dessas regides sdo 0s que apresentaram maior discrepancia. Isso ocasionou o posicionamento
incorreto das estruturas no espagco 3D e, fazendo com que as ligacbes de hidrogénio ndo se

estabelecessem e a folha ndo se formasse.

Figura 39 — Comparacdo da conformacdo inicial da proteina 1GB1 com variacdo de grupos na
mineracao dos dados: (A) estrutura experimental da 1GB1, (B) conformacao inicial com 4 grupos
(RMSD: 21,05 A) e (C) conformag&o inicial com 6 grupos (RMSD: 14,85 A).

As estruturas graficas da Figura 39 comprovam as analises anteriores. Na predi¢do com
quatro grupos (B) ndo héa possibilidade de formacdo da folha com o enovelamento apresentado. Ja
na predicdo com seis grupos houve um enovelamento mais aproximado da estrutura experimental,
fato também expressado pelo valor do RMSD. Nas predi¢cdes (B) e (C) verifica-se que a hélice
apresenta uma curvatura semelhante, mas que difere da estrutura experimental (A). De forma geral,
a méa conformacdo das regides de voltas e alcas implicou em uma ma predicdo de proteinas com

folhas [ expressada por um valor de RMSD mais alto.
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Figura 40 — Estrutura 3D predita (conformacdo inicial) pela versdo inicial do CReF antes da
otimizacao de voltas (RMSD: 12,31 A) (Dorn, 2008).

A nova versdo do CReF fazendo uso de seis grupos na etapa de mineracdo de dados
(Tabela 12), obteve uma conformacéo inicial com RMSD préximo da predigdo da versdo inicial. A
1GB1 também foi submetida aos métodos de predicdo I-Tasser e Robetta e foram obtidos os valores
de RMSD 5,52 A e 1,06 A, respectivamente. O excelente resultado do Robetta é explicado pelo uso
de moldes muito proximos e que foram excluidos na execu¢do do CReF. Sendo assim, somente 0
valor do I-Tasser pode ser considerado como referéncia para a predicdo da 1GB1 apds um processo

de refinamento da conformacao inicial.

6.3.3 Estudo de caso 3: 1C5A

A estrutura tridimensional da C5agesarg de porco, cujo codigo PDB é 1C5A, é uma das
proteinas de tamanho médio que compde o novo conjunto de teste. Na busca por fragmentos molde
no PDB foram excluidas 10 proteinas que apresentaram relacdo evolucionaria com a proteina alvo:
1C5A, 3CU7, 3PRX, 3PVM, 3HQA, 3HQB, 1KJS, 1CFA, 2B39 e 2A73. A sua sequéncia com 73
residuos de aminoacidos foi dividida em 69 fragmentos com tamanho de | = 5 residuos que séo
apresentados na tabela a seguir junto da quantidade de moldes obtida na execucdo do método.

No processamento do resultado da mineracdo de dados, para 48% dos residuos, foi
necessario selecionar outro conjunto de angulos para representa-los. Para todos esses residuos
encontrou-se um grupo com classificacdo adequada para representa-los na conformacéo inicial. O
método Porter de predi¢do da estrutura secundéria ndo conseguiu atribuir um tipo de estrutura para
o0s sete Ultimos residuos da sequéncia, para estes residuos optou-se pela escolha de grupos com a

classificacédo de coil.



Tabela 13 — Quantidade de moldes por fragmento da proteina alvo 1C5A.

Fragmentos CReF 2.0 Fragmentos CReF 2.0

N° moldes N° moldes
MLQKK 66 ERAAR 45
LOKKI 41 RAARI 20
QKKIE 45 AARIK 35
KKIEE 43 ARIKI 63
KIEEE 34 RIKIG 30
IEEEA 53 IKIGP 49
EEEAA 31 KIGPK 48
EEAAK 28 IGPKC 55
EAAKY 60 GPKCV 42
AAKYK 75 PKCVK 38
AKYKY 38 KCVKA 58
KYKYA 40 CVKAF 75
YKYAM 27 VKAFK 40
KYAML 33 KAFKD 50
YAMLK 54 AFKDC 27
AMLKK 86 FKDCC 28
MLKKC 98 KDCCY 47
LKKCC 61 DCCYI 45
KKCCY 68 CCYIA 28
KCCYD 48 CYIAN 38
CCYDG 50 YIANQ 55
CYDGA 64 IANQV 47
YDGAY 44 ANQVR 44
DGAYR 83 NQVRA 67
GAYRN 40 QVRAE 68
AYRND 55 VRAEQ 39
YRNDD 65 RAEQS 51
RNDDE 43 AEQSH 21
NDDET 48 EQSHK 36
DDETC 63 QSHKN 97
DETCE 54 SHKNTI 103
ETCEE 27 HKNIQ 60
TCEER 24 KNIQL 49
CEERA 25 NIQLG 55
EERAA 63
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A proteina alvo 1C5A é composta por quatro hélices: hélicel com nove residuos, hélice2

com 11 residuos, hélice3 com sete residuos e héliced com 20 residuos. As hélices das estruturas

preditas foram sobrepostas com as hélices da estrutura experimental, 0 que demonstrou uma boa

predicdo das helices e conforme comprovam os valores RMSD:
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Tabela 14 — Analise do RMSD em A das estruturas secundarias e conformacdo inicial das
predicdes da 1C5A.

Estrutura 2D RMSD 4 Grupos RMSD 6 Grupos
Hélice 1 1,16 0,41
Hélice 2 2,20 1,74
Hélice 3 0,96 0,61
Hélice 4 1,76 1,57
Conformagado inicial 12,29 9,56

Na submissdo aos métodos I-Tasser e Robetta, a proteina 1C5A obteve RMSD de 5,11 A e
1,49 A, respectivamente. A predicdo considerando seis grupos na mineracdo de dados foi a que

apresentou RMSD mais préximo ao da predicdo do I-Tasser que é considerada como referéncia.
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Figura 41 — Mapa de Ramachandran da proteina alvo 1C5A: (A) mapa da estrutura experimental,
(B) mapa da estrutura predita sem otimizacdo com base em 4 grupos na etapa de mineracdo de
dados, (C) mapa da estrutura predita sem otimizagdo com base em 6 grupos na mineracao.
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Na Figura 41 séo apresentados os mapas de Ramachandran que analisam a disposi¢do dos
residuos na predicdo. Nos trés mapas verifica-se uma concentragdo de residuos na regido de “A”
que corresponde as hélices. A analise dos mapas mostrou que, a maioria dos residuos das hélices, se
concentraram em uma mesma area da regido “A”. Nas predigdes das hélices houve varios residuos
que ocuparam pontos muito préximos aos ocupados na estrutura experimental. Considerando 0s
valores RMSD das hélices, essa proximidade compensou o posicionamento de alguns residuos que
ficaram em outra regido do mapa ou apresentaram posi¢cdo mais deslocada em relacdo a estrutura
experimental. Os residuos Asp31 e Glu32 destacados em (A) correspondem a regido de volta e €
uma demonstragdo de que também nesta proteina teste, a predicdo de voltas e alcas apresentou as
maiores distorcoes.

As estruturas gréficas da Figura 42 comprovam a boa formacédo das hélices e como o mau
posicionamento as regides de voltas fizeram com que as hélices ndo ocupassem a posicao correta no
espaco 3D. Em (C) é possivel verificar que a hélice4 se posicionou de forma muito semelhante a
estrutura experimental, o que contribuiu a obtengdo de um RMSD global melhor do que o da outra

predicdo.

Figura 42 — Comparacdo da conformacéo inicial da proteina 1C5A com variagdo de grupos na
mineracdo dos dados: (A) estrutura experimental da 1C5A, (B) conformacao inicial com 4 grupos
(RMSD: 12,29 A) e (C) conformag&o inicial com 6 grupos (RMSD: 9,56 A).

6.3.4 Estudo de caso 4: 10PD

A estrutura da proteina rica em histidina (HPr), mutante Ser46Asp de Escherichia coli,
cujo codigo PDB é 10PD, é uma das proteinas de tamanho médio que faz parte do novo conjunto

de proteinas teste. Na busca por fragmentos molde no PDB foram excluidas 50 proteinas que
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apresentaram relacéo evolucionaria com a proteina alvo: 10PD, 2JEL, 2EZE, 2EZB, 2EZA, 1GGR,
1J6T, 1VRC, 1HDN, 1POH, 2XDF, 3CCD, 1CM2, 1CM3, 1PFH, 3LE5, 3LFG, 3LE1, 3LES,
3LNW, 1ZVV, 2RLZ, 1MU4, 2AK7, 1IMO1, 1K1C, 1RZR, 2NZU, 2NZV, 20EN, 1SPH, 1KKL,
2FEP, 1KKM, 1PTF, 1PCH, 1QR5, 30QM, 30QN, 1FUO, 2HPR, 2HID, 1QFR, 3IHS, 1TXE,
1JEM, 1KA5, 1Y4Y, 1Y50 e 1Y51. Os 85 residuos de aminoécidos da sua sequéncia foram

divididos em 81 fragmentos com tamanho de | = 5 residuos que sdo apresentados na tabela a seguir

com a quantidade de moldes obtida.

Tabela 15 — Quantidade de moldes por fragmento da proteina alvo 10PD.

Fragmentos CReF 2.0

Fragmentos CReF 2.0

N° moldes N° moldes
MFEQE 63 ASAKD 48
FEQEV 53 SAKDL 66
EQEVT 66 AKDLF 53
QEVTI 74 KDLFK 47
EVTIT 80 DLFKL 64
VTITA 57 LFKLQ 31
TITAP 41 FKLQT 20
ITAPN 51 KLQTL 77
TAPNG 73 LOTLG 71
APNGL 57 QTLGL 40
PNGLH 73 TLGLT 43
NGLHT 51 LGLTQ 31
GLHTR 45 GLTQG 48
LHTRP 61 LTQGT 70
HTRPA 40 TQGTV 63
TRPAA 46 QGTVV 45
RPAAQ 67 GTVVT 27
PAAQF 52 TVVTI 53
AAQFV 56 VVTIS 45
AQFVK 70 VTISA 57
QFVKE 57 TISAE 45
FVKEA 44 ISAEG 50
VKEAK 40 SAEGE 52
KEAKG 56 AEGED 96
EAKGF 51 EGEDE 41
AKGFET 57 GEDEQ 55
KGFTS 42 EDEQK 54
GFTSE 48 DEQKA 50
FTSEI 57 EQKAV 57
TSEIT 76 QKAVE 63
SEITV 59 KAVEH 54
EITVT 51 AVEHL 50

Continua na préxima pagina
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Fragmentos CReF 2.0 Fragmentos CReF 2.0

N° moldes N° moldes
ITVTS 37 VEHLV 58
TVTSN 51 EHLVK 63
VTSNG 47 HLVKL 62
TSNGK 60 LVKLM 64
SNGKS 57 VKLMA 48
NGKSA 42 KLMAE 59
GKSAS 43 LMAEL 64
KSASA 56 MAELE 35
SASAK 37

No processamento do resultado da mineracdo de dados, para 44% dos residuos, foi
necessario selecionar outro conjunto de angulos para representa-los. Para todos esses residuos
encontrou-se um grupo com classificacdo adequada para representa-los na conformacéo inicial.

A proteina alvo 10PD apresenta trés hélices, formadas por: hélicel com 12 residuos,
hélice2 com seis residuos, hélice3 com 14 residuos, e quatro fitas. As hélices das estruturas preditas
foram sobrepostas com as hélices da estrutura experimental, o que demonstrou uma boa predicao

das hélices, também indicada pelos valores RMSD:

Tabela 16 — Analise do RMSD em A das estruturas secundarias e conformacgdo inicial das
predicdes da 10PD.

Estrutura 2D RMSD 4 Grupos RMSD 6 Grupos
Hélice 1 0,40 0,46
Hélice 2 0,26 0,39
Hélice 3 1,15 1,10
Fita 1 1,18 1,44
Fita 2 0,49 0,50
Fita 3 0,42 0,35
Fita 4 1,33 1,21
Conformacado inicial 25,67 15,19

Nos mapas da Ramachandran da Figura 43 verifica-se uma concentracdo de pontos na
regido de “A” que correspondem as hélices. Nas predi¢des (B) e (C) os residuos ocuparam pontos
bem semelhantes aos observados na estrutura experimental (A). O residuo Lys27 da primeira hélice
foi o que apresentou um maior deslocamento, pois nas predi¢cdes ficou na regido de “~I” quando
deveria ter ficado em “A”. A hélice3 foi a que apresentou o RMSD mais alto, o que foi ocasionada

por residuos que ficaram mais afastados do ponto onde era esperado estarem. Assim como na
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estrutura experimental, os residuos das fitas concentraram-se na regido de “B” em padrio disperso.
Das fitas os residuos mais distorcidos foram a Ala44 que ficou na regido de “~p” quando deveria ter
ficado em “A” e o Thr59 que deveria ficar em “B” e ficou na regido de “b”. Os demais residuos
indicados em (B) e (C) (Alal0, Ser3l, GIn57 e Glu68) fazem parte de regides de volta e sdo
indicativos de que novamente a principal distor¢do foi destas regides.
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Figura 43 — Mapa de Ramachandran da proteina alvo 10PD: (A) mapa da estrutura experimental,
(B) mapa da estrutura predita sem otimizacdo com base em 4 grupos na etapa de mineracdo de
dados, (C) mapa da estrutura predita sem otimizacdo com base em 6 grupos na mineracao.

A Figura 44 mostra que nas predi¢cdes ndo houve a formacdo das folhas, da mesma forma
como aconteceu com a proteina alvo 1GB1. Na conformacéo inicial com quatro grupos (B) ndo ha
possibilidade de formacéo da folha com o enovelamento apresentado. J& na conformacdo com seis
grupos, houve uma melhora no empacotamento, conforme demonstrado pelo valor do RMSD, mas
ainda insuficiente para a formacdo da folha. As hélices estdo préximas da estrutura experimental,
apesar do posicionamento diferente que é influenciado pela mé conformacéo das regides de volta.

Na conformacdo (C) a segunda hélice ndo foi formada na estrutura grafica apresentada, mas
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corresponderia a regido de coil que aparece enrolada na parte debaixo da representagdo. Em
algumas situacOes, uma proteina pode apresentar uma representacdo grafica diferente conforme o
software utilizado na visualizacdo. Um exemplo disto é a representacdo da figura acima que foi
gerada através do PyMOL, ja uma representacdo gerada através do Swiss-PdbViewer formou a

segunda hélice.

Figura 44 — Comparacdo da conformacdo inicial da proteina 10PD com variagdo de grupos na
mineracao dos dados: (A) estrutura experimental da 10PD, (B) conformacéo inicial com 4 grupos
(RMSD: 25,67 A) e (C) conformag&o inicial com 6 grupos (RMSD: 15,19 A).

A proteina 10PD foi submetida aos métodos I-Tasser e Robetta e obteve RMSD de 6,35 A
e 1,04 A, respectivamente. Os valores de RMSD obtidos pelas conformacdes iniciais das predicoes
estdo bem distantes do valor de referéncia (I-Tasser). Essa diferenca é influenciada pelo tamanho da
sequéncia e por suas estruturas secundarias, especialmente as do tipo de folha que o CReF nao

consegue formar devido a ma conformacéo das voltas e alcas.

6.3.5 Demais estudos de caso

Além das quatro proteinas descritas nas se¢des anteriores, foram testadas as outras quatro
proteinas do conjunto inicial e as demais oito proteinas do novo conjunto de teste. O resultado dos
testes é apresentado, em formato resumido, na Tabela 17 com as seguintes informagdes:
identificagcdo da proteina alvo, tamanho da sequéncia, valor do RMSD obtido na execugdo com
quatro e seis grupos na mineragdo de dados, valor do RMSD obtido na versdo inicial do CReF
(somente para o conjunto inicial de teste), valor do RMSD da ferramenta I-Tasser e informagdes
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sobre as estruturas secundarias que compdem a proteina alvo. Para cada proteina alvo foram
identificados os atributos das hélices e fitas que as compdem, como: quantidade de aminoacidos e
valor do RMSD das conformacdes obtidas com quatro e seis grupos na mineracdo de dados em

relacdo ao mesmo elemento na estrutura experimental.

Tabela 17 — Resumo dos demais experimentos realizados com a nova versdo do CReF com valores
de RMSD calculados em A.

Classe Alfa

Proteina Tamanho RMSD RMSD RMSD RMSD Estruturas secunddrias
(aminoacidos) | 4 Grupos 6 Grupos | CReF1.0 | I-Tasser | Id | Tamanho | RMSD -4 gr. | RMSD - 6 gr.
2ERL 40 9,08 12,40 ND 3,34 | H1 8 0,26 0,21
H2 6 0,52 0,57
H3 12 1,18 0,80
1GAB 53 10,79 10,35 13,57 3,87 | H1 2 0,18 0,19
H2 4 0,37 0,24
H3 2 0,18 0,17
H4 7 0,36 0,17
H5 14 0,86 1,02
1ROP 54 6,48 22,08 5,15 3,10 | H1 25 0,84 0,69
H2 25 3,30 2,15
1UTG 70 19,55 15,41 26,23 12,15 | H1 11 0,29 0,95
H2 10 1,60 1,44
H3 15 1,33 1,28
H4 14 0,76 0,91
H5 3 0,10 0,10
2EZK 99 12,82 15,39 ND 8,92 | H1 7 0,25 0,48
H2 9 0,46 0,67
H3 11 0,47 0,78
H4 11 0,62 0,73
H5 9 0,22 0,58
H6 4 0,05 0,09

Classe Beta

) Tamanho RMSD RMSD RMSD RMSD Estruturas secunddrias
Proteina (aminoacidos) 4 Grupos 6 Grupos | CReF1.0 | I-Tasser | Id | Tamanho | RMSD -4 gr. | RMSD - 6 gr.
1K43 14 9,93 9,91 1,37 ND F1 3 0,36 0,04
F2 3 0,25 0,05
1YwWJ 41 8,64 10,85 ND 1,53 | F1 7 1,77 1,42
F2 7 0,60 0,72
F3 3 0,47 0,43
1CsP 67 29,49 22,49 ND 1,62 | F1 9 1,67 2,34
F2 6 1,42 1,51
F3 5 0,19 0,26
F4 8 1,98 1,83
F5 3 0,05 0,04
F6 3 0,25 0,21

Continua na préxima pagina
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1KSR 100 40,85 23,72 ND 2,64 | F1 5 1,47 1,39
F2 8 1,88 1,88
F3 5 0,65 0,71
F4 3 0,26 0,22
F5 7 1,47 1,13
F6 8 0,68 0,69
F7 5 0,87 0,96
Classe Alfa Beta
3 Tamanho RMSD RMSD RMSD RMSD Estruturas secunddrias
Proteina (aminoacidos) | 4 Grupos | 6 Grupos | CReF1.0 | I-Tasser | Id | Tamanho | RMSD -4 gr. | RMSD - 6 gr.
1GPT 47 20,76 14,67 ND 1,74 | H1 11 0,81 0,98
F1 7 3,32 3,47
F2 5 1,39 1,16
F3 8 2,37 1,53
1CTF 74 17,71 11,45 ND 0,81 | H1 11 0,48 0,87
H2 9 0,41 2,68
H3 14 0,42 0,71
F1 6 0,54 0,87
F2 6 1,61 0,48
F3 5 0,73 0,65
1ERV 105 17,49 22,10 ND 1,67 | H1 10 0,30 0,41
H2 16 0,70 1,34
H3 7 2,00 0,65
H4 11 0,32 0,37
F1 3 0,41 0,29
F2 7 3,30 0,73
F3 7 1,15 1,20
F4 7 0,79 0,28
F5 8 2,60 2,09

Legenda: ND = Néo Disponivel; gr. = grupos; Hn = Hélice n, onde n variade 1 a 6; Fn = Fitan, onde n variade 1 a 7.

Na tabela alguns valores estdo apresentados em negrito que indicam o melhor RMSD
dentre os valores de predigdo da conformagéo inicial com o CReF. S&o considerados os valores da
conformacéo inicial obtida com quatro e seis grupos com a nova versdo do CReF e os valores
obtidos com a versao inicial (Dorn, 2008).

Os resultados obtidos até a etapa de constru¢do da conformacéo inicial confirmaram que o
problema principal esta na conformacao de voltas e algas. Isso se comprova pelos bons resultados
da predicéo das estruturas secundarias apresentados acima, transferindo para a regido de voltas e
alcas a responsabilidade pelo altos valores de RMSD das conformagdes iniciais. Por isso optou-se
por pesquisar métodos mais atuais que contribuam para a otimizacdo dessas regides, em vez de
investir tempo para reorganizar a execucao do processo usado na versao inicial do CReF (etapa 9 —

secdo 4.9).
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6.4 Desempenho do CReF

O método CReF tem duas tarefas que demandam mais tempo para a sua execucdo: a
execucdo do BLASTp para cada fragmento e a busca das proteinas molde. A execucdo do BLASTp
é tarefa essencial ao método e é importante que seja executada para toda a proteina alvo submetida
a fim de refletir atualizagdes ocorridas no PDB. Quanto ao download dos arquivos PDB, é possivel
reduzir esse tempo de execucgdo atraves da manutencdo de um repositorio para estes arquivos. Esse
repositorio tem o objetivo de armazenar os PDBs utilizados na execucdo do método e pode ser
atualizado conforme as proteinas alvo forem submetidas ao CReF ou pode ser criado um processo
que atualize o repositério com os PDBs existentes no banco de dados PDB. A manuten¢do de um
repositério local de arquivos PDBs contribui significativamente na reducdo do tempo de execucao
do CReF. Em contrapartida, para esta solucdo, é necessario equipamento capaz de armazenar o
grande volume de informacdes e a existéncia de um processo que atualize de forma periodica este
repositério com novos PDBs.

Podem também causar impactos na performance do método as tarefas com dependéncia
manual que estdo associadas a predicdo das estrutura 2D. Proteinas com 20 ou mais aminoacidos
sdo submetidas a ferramenta Porter para predicdo, e as demais sdo submetidas a ferramenta SAM-
T08. A submissao ao Porter é feita de forma automaética pelo método, ja a submissdo ao SAM-TO08
precisa ser feita manualmente pelo usuério. Isso pode ser evitado se ja existir no repositorio de
predicdes de estrutura 2D um arquivo com a predicdo buscada. Caso contrario, sera necessaria a
intervencdo manual para submissdo ao SAM-T08 e para disponibilizar o resultado de ambas as
predi¢des, que sdo enviadas por e-mail, para uso do método.

A implementacdo da execucdo automatica de todas as etapas do método contribuiu
significantemente para uma execucdo mais eficiente e rapida do método. Para uma proteina grande
e considerando a necessidade do download de um conjunto de PDBs, a conformacéo inicial foi
obtida atraveés da execucdo da nova versdo apos 1 hora e 40 minutos. Desta forma é possivel afirmar
que a nova versdo do CReF mantém a boa performance da verséo inicial inclusive em plataforma de

baixo custo e com facilidade na instalacéo.
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6.5 Refinamento de conformacdes iniciais

Em substituicdo a etapa 9, que existia na versdo inicial, criou-se um processamento pos-
CReF que seréa responsavel pelo refinamento das estruturas preditas (conformagdes iniciais). A
estratégia adotada serd ilustrada pelo refinamento da estrutura predita da proteina 1ZDD,
referenciada aqui por 1ZDD_P. Esta proteina foi escolhida por ser a mais simples entre todas
aquelas investigadas neste trabalho.

Na secdo 5.2 discutiu-se sobre o problema da otimizacdo de voltas e al¢as em proteinas e
do grande desafio que este processo representa. Como visto na se¢édo 6.3.1, que trata do estudo de
caso da 1ZDD, o maior problema na predicdo foi a conformacdo da alca que conecta as hélices 1 e 2
(Figura 36B e 36C). Os valores de RMSD mostraram que a estrutura da cadeia principal das hélices,
individualmente, eram muito similares as da proteina experimental 1ZDD (Tabela 10). Entretanto, o
RMSD global, da proteina inteira, apresentou para a conformacéo inicial com quatro grupos na
minerac&o um valor de 9,82 A (Figura 36B) e para a conformacdo com seis grupos apresentou um
RMSD de 6,64 A, o que representa uma melhoria em relacéo & anterior. Como as hélices foram bem
formadas, a conformacéo da alca que as conecta foi responsavel pela disposicdo inadequada dessas
hélices no espaco 3D, o que faz com que a estrutural global da 1ZDD_P seja tdo diferente da
experimental 1ZDD (Figura 36B e 36A, respectivamente). Apesar do valor elevado do RMSD, na
visualizacdo ambas as conformacdes iniciais aproximam-se bem da estrutura experimental. Por isso,
séo denominadas estruturas 3D aproximadas preditas.

A ideia subjacente ao método CReF é que as estruturas aproximadas preditas sejam boas o
suficiente para serem submetidas a protocolos de refinamento pelas técnicas de simulacdo pela
dindmica molecular (DM) (Dorn e Norberto de Souza, 2008). Em uma simulacdo da DM, as
equacdes classicas de movimento que governam a evolugdo temporal e microscdpica de um sistema
de muitos corpos (a&tomos em uma macromolécula, por exemplo) sdo resolvidas numericamente e
sujeitas a condicOes periodicas apropriadas a geometria e simetria do sistema (van Gunsteren e
Berendsen, 1990). Portanto, a metodologia da DM é fundamentada nos principios da Mecanica
Classica e pode fornecer uma visdo microscopica do comportamento dindamico de atomos
individuais que constituem um sistema, como uma proteina. Como resultado, uma simulacéo por
DM produz um conjunto de conformag@es (ensemble) da proteina em funcéo do tempo. A partir do
ensemble em equilibrio, o valor médio de pardmetros termodindmicos como pressdo, temperatura,
volume, calor especifico, pode ser calculado, assim como parametros estruturais, incluindo o raio de

giro e a estrutura media da proteina (Norberto de Souza e Ornstein, 1999).
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6.5.1 Detalhes da simulacédo por DM da 1ZDD_P

Apesar da estrutura predita da 1ZDD_P, na Figura 36C, representar o melhor resultado
para este estudo de caso, o modelo na Figura 36B foi escolhido como conformagéo inicial por estar
mais distante da estrutura desejada. Essa conformacdo apresenta-se, a principio, como um maior
desafio para os protocolos de refinamento pelo método de simulacdo pela DM, os quais ainda
precisam ser desenvolvidos.

O programa usado para a realizacdo das simulacGes por DM da 1ZDD_P foi o modulo
SANDER do pacote AMBER 9 fazendo uso do campo de forgca ff99SB (Roe et al., 2007). Nas
simulacdes da DM para o refinamento da estrutura predita com quatro grupos na mineragdo
1ZDD_P (Figura 36B), o ambiente aquoso (solvente) é representado de forma implicita, como um
dielétrico continuo, utilizando o formalismo denominado Generalized Born (GB) (Bashford e Case,
2000; Jayaram et al., 1998). Se a adicdo do solvente ocorresse de forma explicita, isso aumentaria
de maneira consideravel o tempo de simulacdo. Com o solvente representado implicitamente, o
efeito hidrofébico do sistema é calculado atribuindo-se penalidades para a exposi¢cdo de residuos
hidrofébicos e compensacbes quando os residuos expostos sao polares. A energia de solvatagdo é
calculada através da mudanca de &rea total do sistema acessivel ao solvente. A estabilidade da
simulacdo, para o propoésito deste trabalho, foi avaliada pelo monitoramento do RMSD da cadeia
principal das proteinas (apenas os atomos Ca) com relagdo a estrutura experimental inicial desejada.

Simulagdes por DM analisam milhares de atomos e calculam seus movimentos, exigindo
recursos computacionais de alto desempenho. As simulagdes deste trabalho foram realizadas em um
PC QuadCore de 2,4 GHz e 4 GB RAM. Cada uma delas demanda dias, semanas ou até meses,
dependendo do tamanho da proteina e do tempo de duracdo. Nos testes realizados o tempo médio
para cada simulacdo de 1.000,0 ps (1,0 picossegundo = 10™? segundos), para a proteina 1ZDD_P
com 569 atomos, foi de 12 horas.

Sete simulagGes por DM foram realizadas a diferentes temperaturas, incluindo 281 K,
298,16 K e 325 K, e com diferentes escalas de tempo, todas comegando da estrutura predita
1ZDD_P (Figura 36B). A estrutura experimental, determinada pelo método de NMR (codigo PDB
1ZDD), foi adotada como estrutura de referéncia e, portanto, pardmetro de comparagdo para 0S
resultados. A conformacdo inicial para a simulacdo da DM foi gerada com o mddulo tleap do
programa AMBER 9. Como as hélices foram preditas com alta acuracia (RMSDs muito pequenos,
proximos de zero), suas conformacgfes foram mantidas, por meio da introducdo de restricdes
harmonicas as coordenadas internas (&ngulos diedrais) que as definem. Assim, durante as

simulacdes todo o sistema pode se mover, mas as conformacgdes das hélices ficaram restritas
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aquelas preditas pelo CReF. Isso fez com que, neste protocolo, o espa¢o conformacional acessivel a

alca que conecta as hélices fosse explorado de forma mais eficiente.

6.5.2 Resultados do refinamento da 1ZDD_P

Dentre os diferentes protocolos das sete simulacGes por DM testados, apresenta-se aqui
aquele que forneceu o melhor resultado de refinamento da 1ZDD_P. Os principais parametros deste
protocolo foram: temperatura final de 325 K, restrigdes das conformagdes das hélices a (H1 e H2)
preditas. Ainda, o residuo de histidina (HIS14) teve liberdade para se mover como se fosse parte da
alca que conecta as hélices. O tempo total de simulacdo da 1ZDD_P foi de 1.000 ps, com
conformacGes instantaneas salvas a cada 0,5 ps. Assim, 2.000 conformac@es foram empregadas na
analise do refinamento da 1ZDD _P.

Neste refinamento o objetivo foi fazer com que a estrutura predita 1ZDD_P se aproximasse
0 maximo possivel da estrutura desejada, a estrutura experimental 1ZDD. Uma métrica bastante
comum para medir essa similaridade estrutural € o RMSD (Fiser et al., 2000), o qual pode ser local
ou global. A Figura 45 mostra 0 RMSD global e local, medido em A, da trajetéria dinamica da
1ZDD_P com relacdo a estrutura experimental, como funcdo do tempo de simulacdo. O grafico
menor inserido nesta figura mostra apenas os primeiros 100,0 ps para que detalhes das transicdes
conformacionais ocorridas neste intervalo de tempo sejam visualizadas mais claramente. Como se
pode observar, neste intervalo ocorreram as principais transicdes conformacionais que permitiram a
1ZDD_P, durante a simulagdo, se aproximar da 1ZDD, atingindo um RMSD global de 1,63 A
(curva G) em 100,0 ps. Quando se analisa apenas a sobreposi¢do das hélices a, o RMSD ¢ bem
inferior e igual a 1,13 A (curva H). O RMSD local (curva A) foi calculado apenas para a alca que
conecta as hélices H1 e H2.

Pode-se notar que a curva A flutua durante quase toda a simulagdo em torno de um valor
um pouco acima de 2,00 A. Porém, o grafico inserido mostra que ha uma mudanca conformacional
na alca que vai de 3,0 ps a 15,0 ps. Nestes dois instantes 0 RMSD é de 2,50 A aproximadamente.
No interior desta regido, em 5,5 ps e em 11,5 ps, o RMSD da alca atinge os seus menores valores,
0,68 A e 0,65 A, respectivamente. Isso significa que a conformagcéo da alga da 1ZDD_P &, nestes
instantes, praticamente idéntica a da estrutura alvo, a da 1ZDD (Figuras 46B e 46C). E possivel
observar que nesta faixa de intervalo em que ocorre a transi¢do conformacional na alga, o0s RMSDs
globais (curvas G e H) atingem seus maiores valores de 11,02 A em 10,5 ps. Isso é claramente

ilustrado quando se observa as posicoes relativas das hélices nas Figuras 46B e 46C.
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Figura 45 — RMSD da trajetéria dindmica, durante o refinamento da estrutura predita 1ZDD_P em
relacdo a estrutura experimental 1ZDD, como funcéo do tempo de simulacdo. Apenas os atomos da
cadeia principal (Ca atomos) foram utilizados nos trés calculos de RMSD mostrados na figura. A
curva G (linha preta) representa 0 RMSD da sobreposi¢do dos residuos de aminoéacidos MET3 a
GLU32 e trata-se de uma medida de RMSD global. A curva H (linha cinza escuro) representa o
RMSD da sobreposi¢ao dos residuos das hélices o (MET3 a LEU13 e GLU20 a ASP32). A curva A
(linha cinza claro) corresponde ao RMSD da alga que conecta as duas hélices, e formada pelos
residuos HIS14 a ASN19. O grafico menor inserido nesta figura ilustra, de forma detalhada, os
eventos dinamicos que ocorreram nos 100,0 ps inicias da simulacdo por DM e que ndo podem ser
visualizados de forma clara no gréfico da trajetéria dindmica completa. A transicdo conformacional
espontanea que ocorre na alca no intervalo de 3,0 ps a 15,0 ps é fundamental para o sucesso deste
protocolo de refinamento. O comportamento dos RMSDs globais (curvas G e H) mostra que a
simulacdo da 1ZDD_P comeca a convergir para a estrutura desejada, a 1ZDD, j& antes dos
primeiros 100,0 ps.

A Figura 46 mostra uma parte representativa da trajetoria dindmica da 1ZDD_P durante o
seu refinamento. Verifica-se, a partir da Figura 46D a Figura 46H, como o protocolo de refinamento
foi efetivo em promover as mudancas conformacionais para que em 950,0 ps (Figura 46H) a
estrutura predita 1ZDD_P atingisse um RMSD de apenas 1,29 A e 0,64 A para as curvas G e H,
respectivamente, na Figura 45. Estes valores significam que o enovelamento da cadeia principal da

1ZDD_P é praticamente idéntico ao da proteina alvo.
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Figura 46 — Representacdo do tipo Ribbons da cadeia principal (Co atomos) da estrutura
experimental da proteina 1ZDD (preto) e de conformacfes representativas da trajetdria dindmica
durante o refinamento da estrutura predita 1ZDD_P (cinza). A orientacdo das cadeias é da esquerda
para a direita, indo da regido N-terminal a C-terminal. A sobreposicdo da trajetoria dindmica das
estruturas inclui os residuos de aminoacidos MET3 a ASP32, exceto para as figuras (B) e (C), onde
apenas a alca (HIS14 a ASN19) foi sobreposta. A trajetdria dindmica (cinza) € composta pelas
seguintes conformacdes instanténeas: (A) 0,5 ps, (B) 5,5 ps, (C) 11,5 ps, (D) 25,0 ps, (E) 40,0 ps,
(F) 50,0 ps, (G) 60,0 ps e (H) 950,0 ps de um total de 1.000 ps (Figura 45). Figura gerada com
PyMOL.

A anélise das estruturas gréaficas justifica o baixo valor de RMSD obtido pela conformacéo
refinada resultante do protocolo de refinamento. Na Figura 47 observa-se a conformagéo refinada
da 1ZDD sem sobreposi¢do com a experimental e que corresponde a representacdo (H) na Figura
46.
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Figura 47 — Comparacdo de conformacdes predita e refinada da proteina 1ZDD: (A) estrutura
experimental da 1ZDD, (B) conformacéo inicial com 4 grupos na mineracao de dados (RMSD: 9,82
A) e (C) conformacio predita refinada (RMSD: 1,29 A).

6.6  Resumo do capitulo

O capitulo 6 apresentou o conjunto de proteinas teste que foi submetido ao método. Esse
conjunto foi composto pelas seis proteinas testadas por Dorn (2008) e pelas dez proteinas
selecionadas para compor um novo grupo, as quais representam diferentes classes e tamanhos de
proteinas. Também foram listadas as ferramentas e 0s recursos usados para compor o método e as
ferramentas empregadas nas andlises e na representacdo grafica das proteinas e suas conformacGes
preditas.

Para o conjunto de proteinas teste foram realizados experimentos considerando quatro e
seis grupos na mineragdo de dados para comparacdo de resultados. Por meio de representagdes no
mapa de Ramachandran, de representacdes graficas das conformacdes e dos valores de RMSD local
(por estrutura secundaria) e global das predi¢bes para a conformacdo inicial foram analisados os
experimentos com as proteinas alvo 1ZDD, 1GB1, 1C5A e 10PD. Os resultados dos testes com as
12 proteinas restantes foram apresentados de forma resumida e com a indicacdo do melhor valor do
RMSD obtido para cada uma.

Além dos experimentos, analisou-se o desempenho da nova versdo do CReF. O uso de
repositorios para os arquivos PDBs e predicdes de estrutura secundaria contribuiu para um
desempenho ainda melhor. O Unico entrave esta associado a atividade manual associada a predicao

de estrutura secundaria quando a proteina alvo nao for encontrada no repositorio. Em contrapartida,
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a execucdo automética traz alertas sobre as tarefas em andamento ou em falta e elimina a
dependéncia do usuario para uma execucao rapida e eficiente.

Este capitulo também tratou sobre o refinamento de conformacdes iniciais ilustrando sua
aplicacdo a conformacéo inicial da 1ZDD obtida com quatro grupos na mineracdo de dados
(1zDD_P). Como as hélices foram bem preditas optou-se por manter sua conformacéo a partir de
restricbes de coordenadas internas, procurando permitir que todo o sistema pudesse se mover,
inclusive os residuos que precedem e sucedem a alca. Foram realizados diversos testes com
variacdo dos parametros até chegar-se ao protocolo que obteve o melhor resultado. O resultado

obtido apresentou-se promissor para um método de refinamento de estruturas 3D de proteinas.
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7. Consideracoes Finais

A importancia da Bioinformatica é indiscutivel e comprovada pelo aumento exponencial
das bases de dados biologicos. Diversos bancos de dados e inimeras ferramentas para anélise
bioinformatica estdo disponiveis para dominio publico com o objetivo principal de permitir a
geracdo de conhecimento a partir da analise e transformacgdo dos dados (Galperin e Fernandez-
Suérez, 2011). Este tem sido um desafio bastante instigante, pois a partir do conhecimento se
realizam descobertas que permitem entender essa maquina excepcional chamada vida. Uma das
importantes fontes de informacdo para o entendimento da vida sdo as proteinas e 0S processos
relacionados a elas. Para compreendé-los, uma etapa fundamental é conhecer as funcGes das
proteinas, o que é possivel fazer a partir de sua estrutura terciaria. Para auxiliar na construcéo deste
conhecimento existem diferentes métodos de predicdo que buscam traduzir a informacéo contida na
sequéncia de uma proteina para construir uma possivel estrutura tridimensional. Confirmando a
importancia destes métodos, as diferentes metodologias de predicdo reinem-se no CASP (Mariani
et al., 2011) para serem avaliadas e comparadas entre si. Atraves do CASP é possivel acompanhar
0s resultados de uma série de metodos que tem realizado boas predicbes 3D de proteinas
atualmente. A maior parte destes métodos tem a sua disposicdo infraestrutura e recursos de alta
tecnologia.

Juntamente com o intuito de aprender sobre o problema da predicéo e de contribuir nesta
area, surgiu a possibilidade de trabalhar com o método CReF de predicdo aproximada. Na
contramao dos métodos mais expressivos, CReF se diferenciava fazendo uso de uma plataforma de
baixo custo, entretanto apresentava dificuldades na usabilidade e na predicdo. Este trabalho de
dissertacdo propds-se, entdo, a implementar melhorias no método, a partir do conhecimento mais
aprofundado da ferramenta. O primeiro passo para isso foi a simulacdo dos experimentos da versao
inicial, o que j& se apresentou como uma dificuldade. Além das altera¢cbes previamente
identificadas, outras alteragcfes mostraram-se necessarias para que o CReF pudesse ser executado
fazendo uso de versGes mais atuais das ferramentas acessorias (descritas na secdo 6.2), o que
demandou mais tempo do que o planejado para esta etapa.

O conjunto de proteinas teste foi composto por proteinas de diferentes tamanhos e de
diferentes classes estruturais a fim de permitir uma melhor avaliagdo do método. Os resultados dos

experimentos realizados com a nova versédo do CReF s&o resumidos na Tabela 18.
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Tabela 18 — Resultados dos experimentos com a nova versao do CReF. Em negrito estdo indicados
os melhores valores de RMSD para cada proteina alvo.

Proteina Tamanho RMSD (A) RMSD (A) RMSD (A) RMSD (A)
(aminodacidos) 4 Grupos 6 Grupos CReF 1.0 I-Tasser
Classe Alfa
1ZDD 34 9,82 6,64 5,51 1,57
2ERL 40 9,08 12,40 ND 3,34
1GAB 53 10,79 10,35 13,57 3,87
1ROP 54 6,48 22,08 5,15 3,10
1UTG 70 19,55 15,41 26,23 12,15
1C5A 73 12,29 9,56 ND 5,11
2EZK 99 12,82 15,39 ND 8,92
Classe Beta
1K43 14 9,93 9,91 1,37 ND
1YW) 41 8,64 10,85 ND 1,53
1CSP 67 29,49 22,49 ND 1,62
1KSR 100 40,85 23,72 ND 2,64
Classe Alfa Beta

1GPT 47 20,76 14,67 ND 1,74
1GB1 56 21,05 14,85 12,31 5,52
1CTF 74 17,71 11,45 ND 0,81
10PD 85 25,67 15,19 ND 6,35
1ERV 105 17,49 22,10 ND 1,67

N&o é possivel estabelecer uma relacéo direta entre os resultados da versao inicial do CReF
(coluna “RMSD CReF 1.0”) e a atual verséo (colunas “RMSD 4 Grupos” ¢ “RMSD 6 Grupos”).
Uma diferenca importante estd no conjunto de proteinas molde considerado na predicao por cada
versdo. Como ndo existia um histérico do conjunto de moldes usado pela versao inicial, a nova
versdo ndo pode simular uma predigdo sob o mesmo conjunto de moldes. Como consequéncia do
aumento crescente da quantidade de proteinas armazenadas no PDB, o conjunto de moldes
encontrado na nova versao foi bem maior. Na Tabela 18 observa-se que para quatro das seis
proteinas do conjunto inicial de teste, 0 RMSD da versdo 1.0 foi melhor do que o da nova versdo. A
partir desses dados pode-se levantar a hipdtese de que uma maior diversidade de proteinas pode
causar uma maior dificuldade na predi¢cdo. Em suma, conforme o nimero de proteinas aumenta, a
predicdo a partir de moldes também se tornara mais complexa e precisara evoluir suas estratégias ou
estabelecer critérios de exclusdo mais rigidos.

Para as proteinas 1GAB e 1UTG, a nova versdao do CReF apresentou resultados melhores

do que a versdo 1.0, sendo que para a 1UTG a melhora foi significante. Possivelmente, isso deve ter
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sido proporcionado pelo conjunto de moldes considerado, ja que as outras proteinas da classe alfa
ou da mesma categoria de tamanho nédo apresentaram o mesmo comportamento. Considerando 0s
resultados das proteinas alvo pertencentes ao conjunto inicial de testes (1ZDD, 1GAB, 1ROP,
1UTG, 1K43 e 1GB1) e que foram submetidas a ambas as versdes, € possivel afirmar que a nova
versdo mantém o mesmo desempenho da anterior. As diferengas encontradas entre as predi¢es da
conformacéo inicial foram ocasionadas por influéncia dos moldes (seja para melhor ou pior).

A analise das predicfes de todos os experimentos realizados aponta que para varios casos
houve uma diferenca importante entre a predicdo com quatro grupos e seis grupos. Para a maioria
(11 proteinas), os melhores valores de RMSD foram de predicGes realizadas com seis grupos na
etapa de mineracdo de dados (Tabela 18). Apenas para proteinas grandes seria interessante
considerar outros alvos para avaliar se melhores valores de RMSD com quatro grupos sdo uma
tendéncia para esta categoria ou ndo. Com os resultados obtidos e com a amostragem considerada,
ndo é possivel afirmar que existam tendéncias que se reflitam em valores de RMSD e que estejam
associadas a categorias de proteinas (classe ou tamanho).

Como esperado, as predicbes da nova versdo apresentaram uma grande diferenca em
relacdo aos valores obtidos pelo I-Tasser, isso porque as predi¢cGes sdo de conformac@es iniciais.
Serdo comparaveis ao I-Tasser os valores obtidos pelas predi¢cGes apds o processo de refinamento,
por isso ndo é possivel avaliar compatibilidade nessas condi¢des. De forma geral, os valores de
RMSD do I-Tasser também ndo apresentaram tendéncias relacionadas a classe ou tamanho da
proteina. Por exemplo, na Tabela 18 observa-se que o melhor resultado do I-Tasser foi da 1CTF
(proteina média da classe alfa beta) e o pior, 0 da 1UTG (proteina média da classe alfa). Na
comparacdo com o I-Tasser, 0 CReF apresenta uma vantagem, pois consegue predizer proteinas
(polipeptidio) muito pequenas, como a 1K43.

Os resultados dos experimentos demonstraram que as alteracdes realizadas no método nao
implicaram em melhoria da conformagdo, mas mantiveram a boa predicdo de estruturas
secundarias. Além disso, comprovaram a dificuldade de se predizer as conformac6es de regides de
voltas e algas. Conforme j& indicado pelos experimentos iniciais, um processo de refinamento
dessas regides é essencial para implicar em melhoria da qualidade das predi¢des. Em contrapartida,
houve grandes avancos em relacdo a usabilidade da ferramenta por meio da sua automatizacéo.
Nessa nova versao o0 usuario podera: parametrizar os diretorios a serem usados, criar repositorios de
arquivos PDBs e predig¢do 2D, executar o processo com apenas uma linha de comando, encontrar
apoio em um manual para a instalacdo e para a execucdo da ferramenta. Além disso, na forma em
que foi implementada, a nova versdo do CReF possibilita a proveniéncia dos experimentos
realizados e um acompanhamento por tarefa executada pela ferramenta com mensagens amigaveis

ao usuario. O CReF mantém-se uma ferramenta de boa performance e executavel em plataforma de
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baixo custo que tornou-se parametrizavel, de execucdo simples e que ao final permite ao usuario
uma visualizacdo grafica da conformacao inicial (estrutura 3D aproximada predita). As melhorias
técnicas implementadas permitem ao CReF estar bem mais préoximo de uma disponibilizacdo para
acesso publico. Esta disponibilizacdo podera ser sustentavel a partir do momento que um processo
de refinamento tenha sido claramente definido e implementado.

O fator surpresa deste trabalho foi a dificuldade em definir uma boa estratégia para
melhorar a conformacéo das regides de voltas e alcas. Uma das estratégias consideradas foi o uso de
bibliotecas de alcas, mas eram limitadas a estas regides ndo permitindo que trechos proximos se
movimentassem em busca da conformacdo mais adequada no espaco 3D. Entdo, optou-se pela
simulagédo por Dinamica Molecular para a modelagem dessas regides. Em virtude da limitagéo de
tempo, este trabalho contou com apoio do conhecimento de um especialista no desenho de um
protocolo de refinamento. Uma série de fatores quimicos e fisicos precisaram ser combinados e
ajustados para se obter o resultado esperado que, neste caso, era a conformacdo mais préxima o
possivel da estrutura experimental. O resultado obtido com o refinamento da conformac&o inicial
(ue usou quatro grupos na mineragéo de dados para a 1ZDD foi excelente (1,29 A). Este resultado
também ficou muito préximo do RMSD do I-Tasser (1,57 A). A conformacéo refinada foi obtida
aos 950,0 picossegundos (ps) da simulagdo e para o calculo do RMSD foram considerados apenas
os atomos Co dos residuos da posicdo 3 a 32. Acredita-se que um bom resultado também seja
obtido no refinamento da conformacao inicial com seis grupos da 1ZDD, para este caso espera-se
que o posicionamento correto seja atingido em menos tempo.

Para proteinas com apenas uma estrutura irregular (como: 1ZDD, 1ROP, 1K43), a versao
inicial do CReF, precisou de, aproximadamente, 24 a 48 horas para que o algoritmo de otimizacéao
de voltas atingisse o critério de parada (Dorn, 2008) para, entdo, compor a conformacéo final da
estrutura predita. No refinamento por DM, o tempo médio para cada simulacdo foi de 12 horas.
Portanto, apdés a definicdo do protocolo mais adequado a ser usado, o refinamento de uma
conformacéo inicial é executado em torno desse tempo, 0 que representa uma melhora expressiva
do tempo de execugdo em relacdo a versdo inicial. A melhora também é perceptivel em relacdo a
conformacéo final predita, pois a estrutura 3D final predita da versdo inicial obteve um RMSD de
5,00 A (Dorn, 2008), enquanto a estrutura resultante do processo de refinamento obteve RMSD de

1,29 A, a figura a seguir apresenta estas estruturas.
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Figura 48 — Estrutura 3D final predita pelo CReF: (A) estrutura 3D ap0s a etapa de otimizagdo da
versdo inicial (RMSD: 5,00 A), (B) estrutura 3D refinada da nova versio (RMSD: 1,29 A).

Esse bom resultado é fator motivador para ampliar o teste do protocolo as demais proteinas
alvo consideradas por este trabalho. Apos um teste mais amplo sera possivel definir um protocolo
capaz de obter boas conformac6es refinadas para diferentes classes de proteinas, como as testadas
nesta dissertacdo. Um bom protocolo precisard obter o melhor resultado possivel para os mais
diferentes tipos de proteina, o que claramente define-se como um trabalho extenso. Para a proteina
1ZDD, o protocolo demonstrou ser possivel obter uma conformacio de alca excelente (0,68 A e
0,65 A observadas nas Figuras 46B e 46C, respectivamente), isto é, muito proxima da estrutura
experimental. Em contraposicao a isto, a conformacéo das hélices obteve o pior valor de RMSD no
mesmo ponto da simulagdo (grafico menor na Figura 45). Isso indica que ha uma barreira a ser
rompida para que as hélices possam assumir a conformacdo adequada quando a regido de alca esta
na conformacdo esperada. Esta barreira energética foi vencida por meio do uso de uma temperatura
de 325 K, bem acima da temperatura (281 K) na qual a estrutura experimental foi resolvida.

A teoria diz, mas a pratica comprovou que predizer estrutura tridimensional de proteinas é
uma tarefa complexa pela influéncia de um conjunto muito grande de fatores. Contudo, ao lembrar-
se da instigante maquina que é a vida, que nos surpreende pela sua perfeicdo e que nos aflige por
seus mistérios, e razoavel que o segredo a ser descoberto a partir das proteinas ndo fosse revelado
de forma tdo facil. Entender a vida é uma das missdes do ser humano, assim como vencer

obstaculos ndo deve ser uma opgao, mas deve ser um caminho para chegar as respostas.
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7.1  Principais contribuicdes

As principais contribuigdes desta dissertacdo foram:

Automatizacdo da ferramenta e possibilidade de parametrizagdes.

Interacdo automatica com o sitio de predicdo de estrutura secundaria do método

Porter.
Anadlise de diferentes métodos de predicdo de estrutura secundaria.
Agrupamento das tuplas em quatro ou seis grupos na mineracgdo de dados.

Protocolo de refinamento com excelente resultado para a estrutura 3D aproximada
predita da 1ZDD.

7.2 Trabalhos futuros

Apesar dos resultados encorajadores desta dissertacdo, trabalhos futuros poderéo abordar

0s seguintes problemas:

Investigacdo do impacto que um nimero maior de moldes causa na predicdo e
estudo de novos critérios para selecdo das proteinas moldes.

Aplicacdo de estratégias mais elaboradas de mineracéo de dados.

Extensdo do protocolo de refinamento para as outras classes de proteinas
investigadas neste trabalho.

Automatizacdo do protocolo de refinamento.

Integracdo do protocolo de refinamento ao CReF.

Disponibilizagdo da ferramenta via webApp.
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Apéndice A — Comparacéao da conformacao inicial predita pelo CReF
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Tabela 19 — Comparacéo entre a estrutura experimental e as estruturas preditas considerando quatro e seis grupos na mineracdo de dados para o

conjunto de proteinas teste da nova versdo do CReF.

Proteina Experimental 4 Grupos 6 Grupos
1K43
N-terminal
C-terminal
RMSD: 9,93 A RMSD: 9,91 A
1ROP

C-terminal
N-terminal

RMSD: 6,48 A

RMSD: 22,08 A




Proteina Experimental 4 Grupos 6 Grupos
1GAB
C-terminal
N-terminal w
RMSD: 10,79 A RMSD: 10,35 A
1UTG

C-terminal

N-terminal

—

RMSD: 19,55 A

RMSD: 15,41 A
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Proteina Experimental 4 Grupos 6 Grupos
1C5A
o
N-terminal
C-terrﬁinal
RMSD: 12,29 A RMSD: 9,56 A
1CSP s
VP A ::)
.l (\&_\ vxg}
i ’ o5
RMSD: 29,49 A RMSD: 22,49 A
1CTF

RMSD: 17,71 A

RMSD: 11,45 A

121



Proteina

Experimental

4 Grupos

6 Grupos

1ERV

| c-terminal
T}

L
‘ji

3

RMSD: 17,49 A

RMSD: 22,10 A

1GPT

N-terminal

C-terminal

P

RMSD: 20,76 A

RMSD: 14,67 A
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Proteina Experimental 4 Grupos 6 Grupos
1KSR
(/- C-terminal
=5
/ 0‘"}\_/\:‘"‘)
N-terminal
RMSD: 40,85 A RMSD: 23,72 A
10PD

C-terminal

RMSD: 25,67 A

RMSD: 15,19 A
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Proteina Experimental 4 Grupos 6 Grupos
1YW)
] C-terminal
e N-terrpinal ¢ ;
{ e 7
. J b,
RMSD: 8,64 A RMSD: 10,85 A
2ERL

/ C-terminal

RMSD: 9,08 A

RMSD: 12,40 A
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Proteina

Experimental

4 Grupos

6 Grupos

2EZK

RMSD: 12,82 A

RMSD: 15,39 A
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Apéndice B — Anélise dos métodos de predicédo de estrutura secundéria

A tabela a seguir apresenta a anélise de um conjunto de métodos de predicdo de estrutura secundaria para o conjunto inicial de teste
composto por seis proteinas. Para cada um dos 13 métodos foi apurada a quantidade de erros. Um erro é contabilizado quando a estrutura
secundaria atribuida pelo método de predicdo ndo confere com o elemento da estrutura experimental. Na coluna Método, em negrito esta
indicado o(s) método(s) que obteve a menor quantidade de erros e em itélico esta indicado o(s) método(s) com a segunda menor quantidade de

erros. O simbolo “?” indica quando o método ndo conseguiu predizer uma dada proteina.

Tabela 20 — Avaliacdo dos métodos de predicdo de estrutura secundaria

Proteina | Método | Erro Sequéncia
FI{N/IM|Q|C |Q|R|R|F|Y|E |A|L|H|D|P|N|L|NJ|E|E|Q|R|[N|JA|K|I [K|S|I [R|D]|D
1ZDD Experimental c|(clh|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h clicic|c|h|h|{h|h|h|h|h|h|h|h|h|{h|h|h
DPM 7|c |c|h |h |[h |h]|h|h|h|h|h|h |h|c |t |c]|c]|c|c|c|h|h]|h|h|h |h]e|h|e]e]|h|c]|c|c
DSC 13|(c |[c|c |Jc |h |h]|h|h|h]|h|h |h |c|c]|]c|c|c]|c|h|h|h]h]h|h]c |c|c|c|c|c|c|c]|c]c
PHD 6|c |c|c |c |[h|h]|h|h|h|h|h|h |h|c]|c|c]|c|h|h|h|h|h|h|h|h |h]|h|h|h|h|h|c]|c|c
Predator 4)1c |[c|c |h |h |h|h|h|h|h]|h |h |h|c]|c]|c|c|c|c|h]|]h]|h|h|h|h |h|h|h|h|h|c]|c]|c |c
SCRATCH 6(c |[c|h |h |h |h]|h|h|h|h]|h |h|h|h]|c |t |t |c]|c|h|h|h]|h|h|h|h]e|h|h|h|h]|t |c |c
SOPM 4|h |h|h [h |[h |[h|h|h|h|h|h |h|h|c|c]|c]|c|c|c|h|h|h|h]|h|h |[h|[h|h|h|h]|h]|t |t |cC
NetSurfP 3({c |c|h |h |h |h|h|h|h|h|h |[h |h]|c]|c]|c]|c|c|c|h|h|h]|h]|h|h |[h|h|h]|h|h|c|c]|c |c
GorV 5|c |c|[C|h |[h |h]h|h|h|h|h|h |h|c]|c|c|c]|c|c|h|h|h]|h]|h|h |h]|h|h|h]|c]|c|c]|c]|c
CSSP 4|c |[c|c |h |h |h|h|h|h|h]|h |h |c]|c]|c]|c|c|c|c|h]|h|h|h|h|h |h|h|h|h|h|h]|c]|c |c
Sable 4)1c |[c|c |h |h |h|h|h|h|h]|h |h |h]|c]|c]|c|c|c|c|h]|]h]|h|h|h|h |h|h|h|h|h|c]|c]|c |c
SAM-T08 8|c |c|h |h |[h |h]|h|h|h|h|h |h |h|c|c|c]|c|c|c|h|h|h]|h|h|h |c]|c|e|e]|c]|c|c]|c]|c
SSpro4 2|c |[c|h |h |h |h]|h|h|h|h]|h |h |h|h]|c|c|c|c]|c|h|h|h]|]h|h|h |h]|h]|h|h|h|h|h]|c |c
Porter2 2|c |c|h |h |h |h]|h|h|h|h]|h|h |h|h]|c|c|c|c]|c|h|h|h]|h|h|h |h]|h]|h|h|h|h|h]|c |c
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H|D |[H]A

h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

C

h|h|h|h]|h
h|{h|h|h]h
h|{h|h|h]h
h|h|h|h]h
h|h|h|h]h
h|h|h|h]|h
h|{h|h|h]h
h|{h|h|h]h
h|h|h|h]h
h|h|h|h]h
h|h|h|h]|h
h|{h|h|h]h
h|lh|h|h]h

Q|A|D

h
h

h

h

h
h

h

h

hlhlh

hlhlh
hlhlh

C

hlh|h|h

hlh|h|h

hlh|h|h

hlh|h|h

C

C

D|A|D]|E

C

C

C

C

C

C

C

L

C

C

C
t

C

C

C

C

C

E

hlh|h|h|h|h|h|h]h

hlhlh
hlhlh
hlhlh
hlhlh

hlh|h|h|h|h|h|h]|h

h

hlhlh|h
hlhlh
hlhlh
hlhlh
hlhlh
hlhlh

h|lh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
h|h|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
h|h|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h

Sequéncia

T

e
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

L

e
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

L

N

RIS [Q]|T

c|cjcjc|c|c

G|D|D|G|E

F

N|M|A |[R|F

L

A|R

L

C

KI|T[A

Q |E

K

T

M

c|c/h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|c|c|c|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h]|h]|h

C

h|hlh|h|h|h|h|h|h|h|c |c

Protel'na| Método |Erro

14

6
9
4

1
2
1

Experimental

DPM
DSC

PHD

Predator

SCRATCH
SOPM

NetSurfP
GorV

CcssP

Sable

SAM-T08
SSpro4

Porter2

Experimental

DPM
DSC

PHD

Predator

SCRATCH
SOPM

NetSurfP
GorV

CSSP

Sable

SAM-T08
SSpro4

Porter2

1ROP
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WIT |Y

E

t

h

t

h
h

t

C

h
h
t

C

C

C

h
c

h
h

t

C

C

e

e

K]Q|Y|A|N|D|N|G|V |D]|G

hlh|h|h

e

hlhlh

hlh|h|h|h]h

hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h]|h

hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]h
hlh|h|h|h|h|h|h]|h
hlh|h|h|h|h|h|h]h

hlh|h|h|h|h|h|h]h

h

h

h
h

h

h

h
h

h|lh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h

hlh|h|h
h|h|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h
hlh|h|h

h|h|h|h

Sequéncia

h
h
h

h
h
h
h
h

h

h
h
h

h
h
h
h
h

h

E|JA|VID|A|A]|T |AJE|K]|V]F

h

K|G|E|T|T|T

L

N|G|K|T

TV ]|T

L

F

T

L

K

K

MI|T]|Y

clele|e|c|clele|c|c|c|c|e|e|c|c|e|le|e|c|c|c|h|lh|h|h|h{h|h{hih|h|h|h|h|c|c|c|c|c|c|e|e|e]|e

DDA |T
e|c|C|C |Cc |ele|e|e|e|C

Protel'na| Método |Erro

28
16
11

23
21

20
16
13
13
16

5
5

Experimental

DPM
DSC

PHD

Predator

SCRATCH
SOPM

NetSurfP
GorV

CSSP

Sable

SAM-T08
SSpro4d

Porter2

Experimental

DPM
DSC

PHD

Predator

SCRATCH
SOPM

NetSurfP
GorV

CSSP

Sable

SAM-T08
SSpro4

Porter2

1GB1
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Proteina Método Erro Sequéncia
1K43 Experimental
DPM 6
DSC
PHD
Predator 14
SCRATCH 4
SOPM
NetSurfP
GorV 4
CSSP 14
Sable 3
SAM-T08 0
SSpro4d 0
Porter2 6







