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Resumo

Proteinas sao macromoléculas biolégicas que desempenham fungoes vitais
em um organismo, tais como: catalisar reagoes, estruturar partes do corpo, regular o
metabolismo e atuar no sistema imunolégico. A funcao bioldgica geralmente esta ligada a
forma tridimensional da molécula. Para um grupo especifico de proteinas a fungao biolégica
pode estar ligada aos movimentos estruturais. Portanto, estudar métodos computacionais
inerentes ao esclarecimento dessa relacao funcao-estrutura se faz relevante.

Embora métodos computacionais estejam disponiveis atualmente, a falta de
tutoriais e literatura adequada para iniciantes do campo da matematica aplicada nao
foram encontrados.

Neste trabalho, duas abordagens foram levadas em conta a fim de contribuir
com essa literatura basica. Em primeiro lugar, concentramos nossos esforcos para tentar
introduzir o campo da bioinformatica para todos aqueles cuja base se encontra no campo
da matematica. Por outro lado, utilizamos ferramentas computacionais para caracterizar
estruturas proteicas utilizando duas estratégias diferentes.

O primeiro método é conhecido por espalhamento de raios X a baixos angulos
(SAXS). Essa ¢ uma técnica experimental cujo resultado sobre as estruturas proteicas é
de baixa resolucao. Neste trabalho realizamos simulacoes computacionais baseadas em
estruturas de proteinas a fim de obter seus respectivos perfis de SAXS.

Template Modeling Score (TM-score) foi o segundo método computacional
usado. Através dessa técnica duas estruturas de proteinas foram comparadas. Essa técnica
apresenta resultados de maior resolucao que os obtidos por SAXS.

Esses métodos foram simulados para um grupo especifico de proteinas que
exibem conformacao em estado aberto e fechado. Através do coeficiente de correlacao de
Pearson verificamos que ambas técnicas apresentam alto grau de correlagao, sendo seu
valor na ordem de -0,71.

A fim de prever possiveis conformagoes entre estado aberto e fechado foram
realizados um conjunto de simulacoes computacionais baseadas em modos normais de
proteinas comparando-as através de perfis de SAXS. Encontramos resultados em duas
proteinas, que os melhoramentos dos perfis de SAXS foram da ordem de 42% e 64%
respectivamente.

Palavras-chave: Proteinas, modelagem matematica, estruturas tridimensionais.



Abstract

Proteins are macromolecules involved in several functions in live organisms,
for example: catalysis, structural support, metabolism and immune system. Usually,
biological activity is related to their three-dimensional structure. There are a group of
proteins which may exhibit large structural motions for performing biological function.
Therefore, it is imperative dealing with methods and computational approaches in order
to shed light on the function-structure relationships.

Although some computational methods are currently available, the lack of
tutorials and proper literature designed for beginners from applied mathematics field have
not been found.

In this work, one addresses all these issues by using both approaches. In
one hand, our efforts were driven by trying to introduce the bioinformatic field for all
those whose background lies in the mathematics field. On the other hand, we have
used computational tools in order to characterize proteins structures using two diferents
strategies.

The first method is known as Small Angle X-ray Scattering (SAXS). In fact,
this is an experimental technique which provides low resolution information about any
protein structure. In our work, we have performed computer simulations based on proteins
structures in order to get their correspondent SAXS profiles. Template Modeling Score
(TM-score) is the second computational approach we have used to compare two proteins
structures each other. It may be considered as higher resolution technique than SAXS.

These methods were performed to a selected group of proteins which are known
for exhibiting open and closed conformations. From Pearson’s correlation coefficient (PCC)
between these two computational methods, our results show these two techniques are high
correlated with PCC = - 0.71.

In order to predict possibles conformations between open and closed states we
have launched a set of computer simulations based on normal modes of a protein structure
against SAXS profile. As a result, we have been found two proteins where there were
improvement in the SAXS agreement bewteen open and closed states about 42% and 64%,
respectively.

Key words: Proteins, mathematical modeling, three-dimensional structures.
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Capitulo 1
Introducao

Como consequéncia do advento das tecnologias da informacao tém-se a au-
tomagao de uma grande quantidade de processos que antes eram possiveis de se realizarem
somente manualmente. Como ponto positivo, destacam-se as pesquisas e descobertas em
diversas areas que vao desde a qualidade de vida das pessoas até avancos tecnologicos que
permitem compreender cada vez mais o universo. Porém, as mudancas nao se restrigem
aos processos, elas atingem o cotidiano das pessoas criando um novo perfil de homem.

Esse novo homem tem acesso a calculadora e computador que sao capazes de
realizar os mais diversos e complexos célculos que ele necessita, causando uma acomodacao
desse individuo no sentido dele nao necessariamente ter que aprender matematica para
conseguir cumprir uma determinada tarefa. Nesse contexto, faz-se o questionamento sobre
qual é o papel da matematica na formacao do aluno. Na linguagem dos alunos: “Para que
serve essa matéria professor?”.

Segundo o dicionario HOUAISS, licenciatura é “Grau universitdrio que dd o
direito de exercer o magistério do sequndo segmento do ensino fundamental e do ensino
médio”. A licenciatura deve proporcionar que o futuro docente amplie sua bagagem de
conhecimento e se sinta motivado a aperfeicoar-se em determinada area de seu interesse,
pois um professor motivado e com conhecimentos sélidos possui o potencial para entrar
numa sala de aula e lecionar de uma forma responsavel. Esse profissional serd capaz de
fazer ligagoes do contetido a ser ensinado com o cotidiano de seus alunos mostrando que
matematica estda além das formulas, matematica faz parte do cotidiano até mesmo em
situagoes que aparentemente nao possuem nenhuma ligacao direta com a matematica.

A utilizacao da matematica para tratar problemas reais é o que deu origem
a matematica que conhecemos hoje. Foram os problemas encontrados pelos primeiros
homens que motivaram a busca pelo conhecimento, dando origem ao que conhecemos por

modelagem matemaética.



1.1 Modelagem matematica

Algumas situagoes do mundo real sao intrincadas e dificeis de serem estudadas,
seja por limitacao de equipamentos, seja pela localizacao, pelo custo, dentre outros fatores.
Para realizar estudos complexos utilizam-se modelos e realizam-se simulagoes sobre seu
comportamento a fim de entender os mecanismos e prever futuras acoes desses sistemas.
Diversas areas utilizam modelos tais como fisica, quimica, biologia, economia, engenharias,
seja qual for a area a modelagem do problema se daréd através de modelos matematicos.
Segundo STEWART, 2013, p.22, [1I] “Um modelo matemdtico é a descri¢gio matemdtica de
um fenomeno do mundo real. O propdsito desses modelos € entender o fenomeno e talvez
fazer previsoes sobre seu comportamento futuro”.

Pode-se dizer entao que modelagem matemaética ¢ a atividade da descricao de
matematica de um problema a fim de encontrar padroes e solucoes que condizem com
o mundo real. A Figura abaixo mostra um esquema geral de procedimentos para uma

modelagem matemaética.

Problema do Modelo Conclusoes Previsao sobre

Mundo real Matematico matematicas o mundo real

Figura 1.1: Esquema geral para modelagem matemdtica. A partir de um problema qualquer do mundo
real, modelos matematicos sao estudados como uma simplificagao do problema a fim de inferir possiveis
resultados. Os resultados sdo comparados com a situagdo real e caso nao sejam suficientes, o problema é
reelaborado.

A modelagem matematica é um ambiente rico para exploracao, e nao se limita a
simples realizacao de calculos. Sua esséncia consiste em utilizar os calculos para resolver um
problema do mundo real, em outras palavras, pode-se dizer que a modelagem matematica
traz sentido real aos algoritmos que muitas vezes sao simplesmente decorados durante a
formacao do aluno.

Com o progresso da tecnologia, computadores cada vez mais poderosos estao
a disposicao das pessoas, permitindo que modelos matematicos sejam implementados.
Como resultado, tem-se softwares e scripts capazes de realizarem calculos e simulagoes do

fendmeno estudado em uma velocidade e precisao antes inimaginavel.



1.2 Proteinas

O Dogma Central da Biologia Molecular foi postulado por Francis Crick em
1958. Ele explica como ocorre o fluxo de informagoes do cédigo genético, e a origem das
proteinas. Uma proteina é formada a partir dos acidos nucleicos, mas um acido nucleico
nao pode ser formado a partir de uma proteina.

Segundo esse dogma, o fluxo da informacao genética segue o seguinte sentido:
DNA — RNA — PROTEINAS. Porém sabe-se que algumas enzimas sao capazes de
utilizar o RNA para produzir DNA.

No DNA estd contida a informacao genética, que pode ser transcrito em
moléculas de RNA. No processo de transcricao, uma molécula de DNA serve como molde
para a criacao de uma molécula de RNA. E nessa molécula de RNA que ¢ encontrado o
cédigo usado para organizar a sequéncia de aminoacidos e formar as proteinas no processo
de traducao. Esse processo consiste na uniao de aminoacidos, obedecendo a ordem de
cddons apresentados em um RNA mensageiro.

Segundo LEHNINGUER, 2011, [2] as proteinas sdo as mais abundantes ma-
cromoléculas biologicas encontradas nas células e desempenham fungoes vitais em um
organismo. Estudar o funcionamento de um organismo vivo implica explorar as cadeias
proteicas. As proteinas podem ser estudadas sob os enfoques biolégico, quimico e fisico.

Desenvolver técnicas para andlise de estruturas de proteinas é um desafio
em ascensao, uma vez que estudos revelam a ligacao entre a funcao biologica que essa
desempenha com sua estrutura fisica e seu enovelamento

Existe a necessidade do desenvolvimento de técnicas robustas para a predigao
da estrutura de uma proteina a partir da sequéncia de aminoacidos. Isso
representa um grande desafio, mas promete grandes recompensas em termos
de entendimento da fungao proteica, identificacao de doengas relacionadas com
sequéncias proteicas anormais e desenho de drogas para alterar a estrutura ou
a funcado de proteinas. (VOET, et al., p. 164 [3])

DIMA, THIRUMALALI 2004, p. 2345 [4], citam a ascengao da pesquisa voltada
a determinacao das propriedades estruturais de macromoléculas, relacionando doencas as
formas estruturais. Além disso, ressaltam a importancia de identificar as proteinas em
familias, a fim de compreender as fung¢oes biolégicas e aprimorar as técnicas utilizadas
para predicao estrutural.

Como as proteinas estao presentes em todos os organismos vivos, desde a
menor e mais simples das bactérias até os seres humanos, estudar sua estrutura visando o
esclarecimento do funcionamento bioldgico significa contribuir tanto para a satide humana,

como também para o combate de bactérias que degradam os organismos e o meio ambiente.



1.3 Bioinformatica

A Bioinformatica surgiu do avanco tecnolégico que proporciona o surgimento
de areas cada vez mais especificas a fim de estudar certos fenomenos. Essa area se
caracteriza na utilizacao de recursos e técnicas computacionais a fim de analisar fendmenos
bioldgicos, combinando conhecimentos de quimica, fisica, biologia, ciéncia da computacao
e matematica. (BENTON, 1996, p. 262, [5]).

Os fundamentos tedricos, a relagao da informética com as ciéncias biolégicas
sao temas de debates. OUZOUNIS, 2002, p. 377 [6] discute a posigao da computacao com
a ciéncia experimental. Para o autor, o termo bioinformdtica reflete a teoria e a pratica
da computagao que embasam todos os aspectos da ciéncia bioldgica, desde os algoritmos
até a aplicagao destes em experimentos.

Esse trabalho aborda uma das areas da bioinformatica, a estrutural. Sao
objetos de estudo da bioinformatica estrutural moléculas que possuem forma tridimensional
caracteristica como, por exemplo, as proteinas. A fim de caracterizar as estruturas e
compreender o comportamento e a interagao entre as moléculas, softwares especificos sao
desenvolvidos para simular e prever tais situacoes.

As maiores esperancas no campo das ciéncias médicas nas préximas décadas
estao, sem duvida, centradas no Projeto Genoma. Os pares de bases do genoma
humano que foram sequenciados recentemente constituem um “rascunho” im-
portante para a elucidacao do genoma completo. Desafio maior, entretanto, sera
a elucidagao estrutural de novos alvos moleculares, principalmente proteinas,
enzimas e receptores, e novas drogas que certamente emergirao dos dados pro-
venientes do genoma humano e de outros genomas em estudo. Estas estruturas
serdao a base da revolugao da “medicina do futuro”, em que a compreensao dos
fenémenos bioldgicos a nivel molecular terda papel cada vez mais relevante. Esta
nova medicina molecular certamente implicard em avancos significativos das
técnicas de diagnéstico e tratamento. Com isso, espera-se que seja possivel
iniciar os tratamentos clinicos no feto ou na primeira infancia, muito antes do
surgimento dos primeiros sintomas.(FILHO, ALENCASTRO, 2003, p.253 [7])

Sob esse contexto, esforcos tém sido feito em todo o mundo a fim de elucidar
estruturas proteicas. A modelagem de proteinas por homologia tem sido utilizada nesse
desafio. O termo homologo refere-se a proteinas que derivam de um mesmo ancestral,
e consequentemente possuem semelhancgas estruturais. (FILHO, ALENCASTRO, 2003,
p. 254 [7]). Partindo desse principio, os métodos baseados em homologia utilizam como
molde estruturas tridimensionais de proteinas ja conhecidas e depositadas em bancos de
dados de proteinas, e as comparam com novas estruturas obtidas experimentalmente ou

por simulagoes computacionais.



1.4 Objetivos e organizacao do trabalho

1.4.1 Objetivos Gerais

Sendo este um trabalho de conclusao de um curso de licenciatura em matematica,
busca-se através das nogoes de modelagem ligar a teoria aprendida em sala de aula com
fenomenos reais, a fim de compreender com mais clareza e profundidade determinados
contetidos. A natureza do objeto de estudo remete ao ramo da bioinformética estrutural,
na qual técnicas e conceitos inerentes a essa pesquisa sao discutidas.

Sob o contexto da importancia das proteinas para a vida humana surge a
proposta do desenvolvimento desse trabalho, que utiliza informacoes disponiveis em bancos
de dados de proteinas e recursos computacionais para inferir caracteristicas sobre estruturas

proteicas.

1.4.2 Objetivos especificos

e Aferir a correlagao entre duas métricas distintas - TM-score e SAXS-score, a fim de

caracterizar estruturas proteicas a partir dos resultados obtidos;

e Empregar modos normais de vibragao em ajustes de perfis de SAXS, inferindo sobre
possiveis conformacoes estruturais proteicas com caracteristicas de estado aberto e
fechado.

1.4.3 Organizacao dos capitulos

O trabalho esta divido em 5 capitulos, os quais tratam as informagoes conside-
radas relevantes dentro do escopo do desenvolvimento.

No Capitulo 2 é feita a revisao de literatura sobre os principais temas biofisicos
pertinentes a esse trabalho. Para melhor apresentacao o capitulo divide-se em duas partes,
na primeira sao tratados os principais fundamentos biolégicos referentes ao objeto de
estudo, as proteinas. A segunda parte trata dos fundamentos fisicos inerentes as técnicas
utilizadas, e os fundamentos matematicos aplicados na solucao do sistema.

No Capitulo 3 é apresentado os materiais e métodos utilizados para a carac-
terizagao das estruturas proteicas. Duas métricas foram empregadas para quantificar a
qualidade da sobreposicao de estruturas. O algoritmo TM-score considerado uma métrica
de alta resolugao e o SAXS-score, considerado de baixa resolugao. Além disso, simulagoes
baseadas nos modos normais de vibragao foram realizadas.

O Capitulo 4 trata da discussao dos resultados obtidos entre as duas métricas.
Utiliza-se o coeficiente de correlagao de Pearson para determinar o grau de correlagao

entre ambas. E discutido também o emprego dos modos normais de vibragao as duas



estruturas que apresentaram maiores diferencas estruturais segundo resultado obtido pelo
SAXS-score.
O Capitulo 5 fecha o ciclo de analises ressaltando os principais pontos de cada

técnica, evidenciando seus limites e potencialidades.



Capitulo 2
Revisao da literatura

Devido a natureza multidisciplinar do trabalho, a revisao de literatura se
dividide em duas partes. Na primeira secao sao abordados os aspectos bioldgicos envolvidos
com o objeto de estudo, enquanto a segunda secao trata dos aspectos fisicos e matematicos

que embasam as simulagoes computacionais.

2.1 Fundamentos biolégicos

Milhares de diferentes tipos de proteinas podem ser encontrados na natureza.
Esses polimeros variam amplamente de tamanho, desde relativamente pequenos peptideos
a enormes polimeros com massas moleculares na ordem de milhares de DaltonsE], e que
podem ser encontradas em uma unica célula.

Além disso, acredita-se que as proteinas sejam as biomoléculas mais versateis nos
organismos vivos, pois desempenham uma variedade de fungoes: cataliticas, enzimaticas, es-
trutural, receptor ou transporte de certas substancias para as células. Proteinas sao instru-
mentos moleculares através dos quais a informagao genética € reproduzida. (LEHNINGHER,
et al., 2011, p.75 [2])

Cada proteina, desde a mais simples até a mais complexa, é formada pela
combinacao de 20 aminoacidos-padrao. Pode-se dizer que essas 20 pequenas moléculas
formam o alfabeto que escreve cada estrutura de proteina. Os aminoacidos sao ligados
covalentemente numa sequéncia linear especiﬁcaﬂ Nem todas as proteinas contém os 20
aminoacidos, eles podem ocorrer com frequéncias diferentes em proteinas distintas.

Os aminodcidos podem ser classificados pelo seu radical, em particular, pela sua

IDalton é uma unidade de medida de massa utilizada para expressar a massa de particulas atomicas.
E definida em funcio da massa de um atomo de carbono. Seu valor ¢ 1 /12 da massa do carbono, que
equivale & 1,67 x 10727 kg.

2Cada molécula que compée a proteina é chamada de o aminodcido. Essa convencio foi adotada devido
a todos os aminodcidos possuirem a mesma estrutura basica, a qual é formada por um grupo carboxilico
(COOH), um grupo amina (HaN), um dtomo de hidrogénio e uma cadeia lateral também chamada de
Radical ou simplesmente grupo R, todos ligados ao carbono alfa (C,,).
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Figura 2.1: Estrutura geral de um amindacido. Essa estrutura ¢ comum a todos aminoécidos. O grupo
R (em vermelho) ligado ao C, (em azul) é diferente em cada aminodcido.

Grupo Apolar
(‘300‘ (‘?OO‘ ‘COO‘
R _ §oo 709 i HBN—(lz—H H3I¢I—(E—H H31\+I—(‘J—H
H,N—C—H H;N—C—H e H,N—C—H L
. .3 H é CH AN /‘3{1 CHy CHy
Glicina Alanina 2 2 CH; CH; | \
. CHNCHS CH S
Prolina Valina Leucina ’ |
Isoleucina CH,
Metionina
Grupo Aromatico Carregados positivamente
(‘:oo- goo* (ljoo- . foo . §9o . §oo
HN-—C-H HN-—C-H HN-C—H AR T
| | CH, (OTEL, CH,
CH, CH, CH, \ \ \
| (‘1H2 <‘:H2 C—NH
C=C\H CH, CH, H LH
NH \ \ C—N
L CH NH H
Fenilalanina OH L;;I:l; i Histidina
Tirosina ; NH
Triptofano Arginina
Polar sem carga Carregados negativamente
€00~ €00~
- - = + | + = -
L 100 R .7 HN-C—H  HN-C-H o0 000
Hng(‘ifH H3N—?—H H3Nf(‘17H <‘3H2 (lle HgN—(‘]—H HA (‘J—H
CH0H H—(‘}—OH (‘JH2 & I ¢u, ¢u,
Serina CHj SH HZN/ No | |~ |
Treonina Cisteina ; /C\\ Ccoo CH,
Asparagina HN 0 \
i Aspartato COO~
Glutamina Glutamato

Figura 2.2: Forma estrutural dos 20 aminodcidos mais comuns encontrados na natureza. Estao divididos
em grupos caracteristicos.

polaridade ou tendéncia em interagir com a dgua em pH bioldgico (préximo AP pH 7,0).
A polaridade do grupo R varia amplamente desde apolares e hidrofébicos até altamente

polares e hidrofilicos (soltiveis em dgua), como mostra a Figura

e Grupo apolar: Os radicais dos aminoacidos desse grupo sao apolares e hidrofébicos.



e Grupo aromatico: Possuem cadeias laterais aromaticas, sao relativamente nao polares.

e Polar sem carga: Esses aminodcidos possuem em seus radicais moléculas mais soltiveis

em agua que os do grupo nao polar.

e Carregado positivamente: Os radicais dos grupos carregados positivamente ou
negativamente sao os mais hidrofilicos. Pertencem a esse grupo os radicais que

apresentam carga positiva no pH 7.0.
e (Carregado negativamente: Os radicais apresentam carga negativa no pH 7.0.

Embora o corpo humano necessite de todos os aminodcidos citados acima para
produzir uma proteina, ele nao é capaz de produzir todos. Aqueles que o organismo é
capaz de sintetizar sao chamados de nao-essenciais, e 0s essenciais sao os que necessitam

ser ingeridos através dos alimentos.

Nao essenciais | Essenciais
Alanina Fenilalanina
Asparagina Isoleucina
Cisteina Leucina
Glicina Lisina
Glutamina Metionina
Serina Treonina
Arginina Triptofano
Histidina Valina
Prolina
Tirosina
Aspartato
Glutamato

Tabela 2.1: Aminoacidos ndo essenciais sdo aqueles cujo organismo é capaz de sintetizar, e aminoécidos
essenciais sao obtidos através da ingestao de alimentos especificos.

2.1.1 Ligacoes Peptidicas

Duas moléculas de aminoacidos podem ser conectadas de forma covalente
através de uma ligagao peptidica, produzindo assim um dipeptideo. Uma ligacao peptidica
é a uniao do grupo amino (HyN) de um aminodcido com o grupo carboxila (COOH) de
outro aminoécido. A sintese é feita retirando do grupo carboxila um agrupamento ~OH,
e do grupo amina retira-se um atomo de hidrogénio —H. Essa sintese é conhecida como
desidratacao, pois perde-se uma molécula de H5O.

Centenas de aminoacidos podem ser conectados sequencialmente através de
ligagoes peptidicas formando os polipeptideos. Sendo assim os termos polipeptideo e

proteina sao muitas vezes usados como sinoénimo.
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Ligag8o peptidica

Figura 2.3: Esquema geral de uma ligacdo peptidica. O grupo R (em vermelho) ligado ao carbono «
representa o radical que varia em cada aminoacido. Em destaque a sintese da desidratagao

Cada aminoécido num polipeptideo é frequentemente chamado de residuo (O
termo residuo reflete a perda do elemento da dgua quando ocorre uma ligagdo peptidica).
O residuo que possui um grupo amino livre é chamado aminoterminal ou N-terminal, e o
residuo que possui um grupo carboxilico livre é chamado de carboxiterminal ou C-terminal

e esses dois residuos indicam o inicio e o final da sequéncia de aminoacidos.

QH

P CH, CH,
| N4

N CH

| |
(|2HZOHI|1 I|1 I|{ (|3H2 I‘J (‘2H< I|J (|3H2
HZN—$—%—N—?—%—N—?—%—N—?—%—N—C'Z—COOH
(@) H O H O H O

H
Amino Carboxi
terminal terminal

Figura 2.4: Esquema de um pentapeptidio formado pela sequéncia de aminodcidos Ser-Gly-Tyr—Ala-Leu.
O peptideo inicia com o residuo que representa o amino terminal que convencionalmente localiza-se do
lado esquerdo e finaliza com o residuo do carboxi terminal, localizado na outra extremidade. As ligacoes
peptidicas estdo sombreada em amarela. (Figura adaptada de LEHNINGUER, 2011, p. 86 [2]).

Cada atomo ocupa um lugar no espaco tridimensional e a disposi¢ao desses
atomos em uma proteina é chamado de conformacao. Esse termo é utilizado como sinonimo
para estado estrutural de uma proteina, pois a conformacao se refere a qualquer estado
estrutural que a proteina pode assumir sem a quebra de suas ligacoes covalentes. Mudancas
conformacionais podem ser induzidas em uma proteina devido a influéncia de seu ambiente
quimico ou de moléculas nas quais ela possui afinidades.

A fungao biolégica de cada proteina estd intrinsecamente ligada a disposigao

tridimensional dos aminoécidos.
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Pesquisar e compreender as estruturas proteicas é colaborar com o avango nas
pesquisas que visam, por exemplo, detectar doencas genéticas, pois estas podem estar
relacionadas as proteinas defeituosas do ponto de vista conformacional. O defeito pode
variar de uma unica mudan¢a na sequéncia de aminodcidos a delecoes de uma grande
parte da cadeia polipeptidica. (LEHNINGHER, A. et al., 2011, p. 93 [2])

2.1.2 Formas estruturais das proteinas

Para decifrar a funcao biolégica que uma proteina desempenha, é crucial
conhecer sua estrutura. Seus niveis de organizacao se dividem em estrutura: primaéria,

secundaria, terciaria e quaternaria.

e Estrutura primaria: E dada pela sequéncia de residuos de aminoacidos ao longo da
cadeia polipeptidica. E o nivel estrutural mais simples, porém conhecer a sequéncia é
um pré-requisito para determinar sua estrutura tridimensional. A estrutura primaéria
da proteina resulta em uma longa cadeia de aminoacidos, com uma extremidade

aminoterminal e uma extremidade carboxiterminal.

e Estrutura secundaria: E dada pelo arranjo espacial de aminoacidos proximos
entre si na sequéncia primaria da proteina. Os arranjos secundarios de uma cadeia
polipeptidica sao particularmente estaveis ocorrendo de forma regular através de
ligacoes de hidrogeénio gragas a possibilidade de rotacao das ligagoes entre os carbonos
«a dos aminoacidos e os seus grupos amina e carboxilico. Cada tipo de estrutura
secundaria pode ser completamente descrita pelos angulos diedros ¢ e v , associados
a cada residuo. Dois tipos de estruturas secundarias mais conhecidas devido sua
regularidade sao as hélices a e as conformacoes §. Quando nenhum desses padroes é

observado diz-se que a estrutura é indefinida ou espiral aleatéria.

As hélices o e as conformacoes (3, sao as principais estruturas secundarias, elas
compoem a estrutura de um grande numero de proteinas. Sua regularidade se
dé devido seus angulos diedros caracteristicos conhecidos por ¢ e ¥. A maioria
dos valores dos angulos obtidos através de proteinas conhecidas cai em regioes
esperadas, com alta concentracao proximo aos valores preditos para as hélices « e
as conformagoes S.(LEHNINGUER, 2011, p. 122). A nomenclatura da « hélice foi
atribuida por Pauling e Corey, que determinaram ainda os valores dos angulos ¢ =

-57°% e 1= -47°, e cada volta da hélice é formada por 3,6 residuos de aminodacidos.

e Estrutura terciaria: A estrutura terciaria de uma proteina é o arranjo tridimen-
sional de todos os atomos da molécula. Diferentemente da estrutura secundaria
na qual o arranjo espacial dos residuos se da entre os que sao adjacentes em um
segmento polipeptidico, a estrutura terciaria inclui as cadeias laterais e as posigoes de

quaisquer grupos, em outras palavras, a estrutura terciaria possui uma abrangéncia
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mais longa. Essa abrangéncia inclui tanto os residuos que fazem parte da mesma
cadeia polipeptidica, como os que estao em outra cadeia, isso ocorre devido ao

dobramento que a proteina é capaz de adquirir na estrutura secundaria.

e Estrutura quaternaria: Algumas proteinas podem ter duas ou mais cadeias
polipeptidicas distintas, ou subunidades que podem ser idénticas ou diferentes.
O arranjo destas subunidades proteicas em complexos tridimensionais constitui a

estrutura quartenaria.

Estrutura Estrutura Estrutura
prumania secundaria quaternaria
-L):g T - T -
3
= e av
L] \
o7 . “‘d —
o] ’ Yy k- 4
by " '\, a
© 4 N YL
[ .‘ . _—
& et >
Residuos de o i1 . Cadé{s; Cadeias
aminoacidos Heélices polipeptidica polipeptidicas

Figura 2.5: Representacao dos quatro niveis estruturais de protefnas adaptada de LEHNINGUER. A
estrutura primaria formada pela sequéncia dos aminoacidos; Secundaria sendo representada por uma «
hélice; Terciaria é a contiuagao do enovelamento das estruturas secundarias; Quaternéria representa a
uniao de estruturas tercidrias.

2.2 Fundamentos fisicos e matematicos

Para a descrigao e estudo de fenomenos do mundo real usa-se teorias fisicas a fim
de compreender tais fenémenos e fazer previsoes sobre comportamentos futuros. As teorias
fisicas dao sentido ao estudo de um fenomeno através de resultados obtidos por modelos
matematicos. Embora sabe-se que “um modelo matemdatico nunca € uma representacao
completamente precisa de uma situacao fisica - € uma idealizagao” (STEWART, 2013,
p. 13 [1]), através de modelos bem elaborados e resultados analisados cautelosamente é
possivel inferir afirmagoes e previsoes sobre o problema estudado. Esses modelos permitem
a simulacao do fendmeno, e consequentemente seu estudo sob baixo investimento.

Tomando as estruturas proteicas como objeto de estudo, os conceitos fisicos

utilizados para caracterizagao estrutural desse trabalho sao apresentados nesta sec¢ao.

2.2.1 Determinacao experimental de estruturas proteicas

O panorama atual de pesquisa na area de biofisica encontra-se em amplo

desenvolvimento, isso se deve ao aumento significativo de pessoas oriundas de diversas
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areas como biologia, fisica, matematica e computacao, que juntas vém aprimorando e
desenvolvendo novas técnicas para a resolucao da estrutura proteica.

O reflexo desse esforgo conjunto resulta no aumento do niimero de proteinas
ja resolvidas e disponiveis nos bancos de dados de proteinas. Um dos mais conhecidos
e utilizado nesse trabalho pode ser acessado no endereco http://www.rcsb.org/pdb/
home/home .do. Atualmente esse banco de dados conta com um acervo de cerca de 95 mil
estruturas de proteinas. Para o estudo e resolucao estrututal das proteinas, trés técnicas
tém sido amplamente empregadas tais como, a Cristalografia, a Ressonancia Magnética
Nuclear (NMR), e a Microscopia Eletronica (EM). [8]. No banco de dados consultado, das
95 mil estruturas 89% foram resolvidas utilizando a Cristalografia, 10% usando a NMR e
1% usando a EM.

Como pode-se observar a Cristalografia ¢ uma das técncias mais utitilizadas.
Em VOET, 2008, [3] encontra-se uma breve descrigdo do processo.

A proteina passa por um processo de cristalizacao, e é exposta a um feixe
colimado de raios X, e o padrao de difracao resultante, que se forma pelas
posigoes regularmente repetidas dos dtomos no cristal, é registrado em um
contador de radiagao ou, atualmente com menos frequéncia, em um filme
fotografico. Os raios X usados nos estudos estruturais sao produzidos por
geradores de raios X de laboratério ou, com cada vez mais frequéncia, por um
sincroton, um tipo de acelerador de particulas que produz raios X de intensidade
muito maior. As intensidades de difracdo maximas, sdo entdo, utilizadas para
construir matematicamente uma imagem tridimensional da estrutura do cristal
por meio de métodos complexos. Os raios X interagem quase exclusivamente com
os elétrons na matéria, nao com o ntcleo atémico, o que resulta, portanto, uma
imagem da densidade eletronica do objeto em estudo. Tais mapas de densidade
eletronica sdo usualmente apresentados com a ajuda de um computador grafico
como um ou mais conjuntos de contorno. (VOET, et al., 2008, p. 145 [3])

O crescimento significativo dos bancos de dados permite que novas técnicas

possam ser desenvolvidas utilizando como ponto de partida essas informacoes ja disponiveis.

2.2.2 Luz sincrotron

A visdo humana ocorre pela captacao de luz visivel - que é um tipo de radiagao
eletromagnética - espalhada pelos objetos. Da mesma forma para observar objetos
nanomeéricos pode-se usar radiacao em determinado comprimento de onda. Uma das
opcoes utilizadas é a luz sincrotron, produzida em grandes maquinas que aceleram elétrons.

A luz produzida por um acelerador de particulas é capaz de “enxergar” o
interior da matéria. Segundo o site:

http://www.cnpem.br/blog/tag/laboratorio-de-luz-sincrotron/ (acessado em
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02/09/2014), existem 60 fontes de luz sincrotron no mundo espalhadas em 17 paises. O
Brasil é o tnico pais da América Latina que possui um laboratério capaz de produzir
este tipo de radiagao. Esse laboratério localiza-se na cidade de Campinas, interior de Sao
Paulo, e faz parte do Centro Brasileiro de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). O
laboratério surgiu com incentivo do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao, porém

nao esta vinculada a nenhuma universidade especifica.

Figura 2.6: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), localizado na cidade de Campinas, interior
de SP. Do lado esquerdo, a imagem do anel de armazenamento onde os elétrons circulam a uma velocidade
proxima a da luz. Do lado direito, a imagem de uma linha experimental SAXS. Fonte: a autora.

Um sincrotron é uma fonte de luz brilhante que os cientistas podem usar
para coletar informagoes sobre as propriedades estruturais e quimicas dos materiais em
nivel molecular. A luz é produzida dentro de um anel usando eletroimas e ondas de
radiofrequéncia que aceleram os elétrons a uma velocidade proxima a da luz. O anel é
um poligono feito de sessoes retas e angulos de curvatura especificos a partir dos quais a
radiacao é emitida. A medida que os elétrons passam por esses angulos, os imas fazem
com que os elétrons percam energia gerando uma luz altamente brilhante e focalizada.
Essa “luz”, que pode estar na regiao do infravermelho, ultravioleta e raios X, é entao,
canalizada para fora do anel de armazenamento e vai para as estagoes experimentais (linhas
de luz), onde os pesquisadores escolhem o comprimento de onda desejado para estudar
suas amostras.

A utilizacao de luz sincrotron esté diretamente associada ao estudo da matéria
e a andalise de um grande nimero de processos bioldgicos, fisicos, quimicos, geoldgicos, entre
outros. As informacoes obtidas podem ser usadas para variados fins como projetar novos
medicamentos, desenvolvimento de éleos de motores mais eficazes, construcao de pequenos
chips de computadores mais potentes, desenvolvimento de novos materiais para implantes

médicos mais seguros, limpeza de residuos de mineracao, além de outras utilidades.
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2.2.3 SAXS (Small Angle X-ray Scattering)

O espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) é uma técnica experimental,
utilizada para andlise de estruturas de matérias. (SVERGUN, KOCH, 2003, p. 1737 [9]).
SAXS estd baseada nos mesmos principios fisicos bésicos da Cristalografia. (BLUNDELL,
JOHNSON, 1976 apud REIS, 2013, p. 29 [10, 11]).

Nessa técnica, uma proteina em solucao é exposta a um feixe de raios X. Os
elétrons dos atomos das proteinas interagem com a radiacao incidente espalham-a até um

detector. Esse esquema é demonstrado na Figura

Detector

Amostra de uma proteina em solucao

Raios X incidente

Figura 2.7: Esquema geral de um experimento de SAXS. O feixe de raios X incidente interage com a
proteina espalhando-as por um angulo de 26 até atingir o detector.

O resultado é um perfil relacionado a intensidade do espalhamento em funcao
do angulo. (REIS, et al., 2011. e SVERGUN, KOCH, 2003. [12, 0]

Através de modelos fisicos é possivel obter uma andlise das caracteristicas
geométricas globais da estrutura proteica. Esse resultado é de baixa resolucao, pois SAXS
nao é capaz de fornecer as coordenadas atomicas, diferentemente da cristalografia. O perfil
decorre do contraste do sinal entre a densidade eletronica média da particula e do seu
ambiente quimico. (SVERGUN, KOCH, 2003, p. 1737 [9])

A intensidade do espalhamento dos raios X é isotrépica, devido a proteina estar
em solugao, e caracteriza-se como mais intensa préximo ao angulo do raio incidente, e
diminui & medida que o angulo vai aumentando, justificando o nome de espalhamento “a
baixos angulos”. A Figura exemplifica um perfil de SAXS, no qual é possivel observar

que quanto maior o angulo (¢), menor a intensidade.
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Figura 2.8: Perfil de um experimento de SAXS. A intensidade I(g) é maior para os dngulos ¢ préximos
ao feixe incidente.

2.2.4 Modelagem computacional por modos normais

A dinamica molecular é a técnica tradicionalmente utilizada no estudo de
estruturas proteicas, devido a seu auto grau de precisao, porém a dinamica de uma
proteina abrange uma ampla gama de escalas temporais: de femtossegundos a segundos, e
escalas espaciais: de flutuagoes atomicas e movimentos coletivos de dominios, o que torna
as simulagoes de dindmica molecular (DM) invidveis para o estudo de movimentos de larga
escala, ja que estd técnica trabalha com uma escala temporal tipicamente compreendida
no intervalo de dezenas a centenas de nanossegundos, principalmente por limitagoes dos
recursos computacionais disponiveis.

Diante dessas particularidades, surge a necessidade da elaboracao de modelos
simplificados, normalmente conhecidos por coarse-grained’} Esses modelos vém ganhando
espaco devido a facilidade de implementacao, quando comparado aos modelos mais
complexos, e ao baixo tempo que suas simulagoes tém despendido, sem no entanto,

prejudicar a qualidade dos resultados.

2.2.5 Oscilador Harmonico Simples

A fim de compreender as técnicas inerentes as simulacoes computacionais de
conformacoes proteicas o estudo do comportamento de um sistema harmonico se faz
necessario.

O mundo esta repleto de oscilacoes seja nos fenonemos naturais, como o vento
por exemplo, sejam nos objetos e materiais. Todas as oscilagoes possuem um padrao

normal de vibracao que estd associado as caracteristicas fisicas do objeto que vibra. Com

3Esses modelos trabalham com algum tipo de simplificacio na estrutura da proteina. O modelo
coarse-grained escolhido para esse trabalho, utiliza somente os C,. O carbono alfa em quimica organica
refere-se ao carbono adjacente ao grupo funcional (o carbono é ligado a primeira posi¢ao, ou posigao alfa,
logo apds o carbono que possui a funcido), este carbono é assimétrico, o que define o C, como um centro
quiral e confere propriedades 6pticas as moléculas.
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isso torna-se possivel estudar e conhecer esses padroes a fim de prever as acoes que estao
ligadas as vibragoes dos objetos.

Considere o sistema da Figura 2.9, Uma particula de massa m esté presa a
uma mola e estd conectada a uma superficie fixa sobre o plano z, que deve ser considerado
sem atrito. Nesse sistema a particula se desloca proporcionalmente em relagao a origem
no sentido oposto a forca aplicada, configurando assim um movimento harmoénico simples.
“Movimento harmonico simples é o movimento executado por uma particula sujeita a
uma forca de modulo proporcional ao deslocamento da particula e orientada no sentido

oposto” (HALLIDAY, RESNICK, 2013, p. 92 [13]).

s

NI
2 X

Figura 2.9: Tlustracdo de um sistema massa-mola. Uma massa m estd presa a uma mola e esta conectada
a uma superficie fixa sobre o plano x que deve ser considerado sem atrito. Esse sistema gera um movimento
harmonico simples.

m

O movimento harmoénico simples é representado pela expressao matematica da
lei de Hooke:
F = —kx, (2.1)

que depende de duas variaveis, a constante de forca da mola k e o deslocamento da particula
x. O sinal negativo indica que o movimento é no sentido contrario a forca aplicada. A
oscilagao harmonica, isto é, a fungdo x(t) pode ser representada por um gréafico seno ou
cosseno, pois todo movimento harmonico se repete num determinado intervalo de tempo.
A Figura [2.10] mostra a funcao do deslocamento pelo tempo, onde z,, € —x,, € 0 maximo

de deslocamento possivel e nesses pontos a velocidade é zero.

X

m

0 Tempo

Deslocamento

Figura 2.10: Funcao cosseno. O movimento harménico simples pode ser representado por uma funcio
cosseno do deslocamento da particula pelo tempo. No ponto onde x = 0, a velocidade é maxima. O
deslocamento se repete num determinado periodo que esta relacionado com a frequéncia angular.
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A segunda lei de Newton diz que:
F = ma, (2.2)

onde F' é a forca, m a massa que pretende-se deslocar e a a aceleracgao.

Mas a aceleracao é a derivada segunda do deslocamento em fungao do tempo:

d*x
a=— (2.3)
Igualando as Equacoes 2.1 e
k TR do, LT F o0, onaind
—kx = m——. Reescrevendo, — + —x = 0, ou ainda:
dt? Tdt2 m ’

k
i+ —x=0. (2.4)

m

A modelagem matematica de um sistema harmonico simples é dada por uma
equacao diferencial de segunda ordem, que relaciona a lei de Hooke com a segunda lei de
Newton.

A resolucao dessa equacao diferencial se transforma na equacao do deslocamento

da particula em funcao do tempo:
z(t) = Xy, cos(wt + @), (2.5)

onde z,,,w e ¢ sao constantes.

A grandeza x,, denominada amplitude do movimento, é uma constante que
representa o maximo de deslocamento possivel em um dos sentidos do movimento. O
deslocamento x(t) varia entre os limites +x,, (Figura . Esse ¢ um parametro livre do
sistema, ou seja, nao é condicao inicial fixa.

A grandeza dependente do tempo (wt + ¢) é chamada de fase do movimento. A
constante ¢ é chamada de constante da fase ou angulo da fase, e depende do deslocamento
e da velocidade no instante ¢ = 0, sendo também um parametro livre [l

A constante w ¢ denominada frequéncia angular do movimento. Como o MHS
¢ uma funcao senoidal, seu deslocamento se repete numa frequéncia de 27 rad, pois z(t)
deve ser igual a x(t + 7). Assim w = 27 f, e a unidade de frequéncia angular no S]E| éo

radiano por segundo.

4Toda equacdo diferencial de segunda ordem possui dois parametros livres.
5Sistema Internacional de Medidas
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Velocidade e aceleracao do Oscilador Harmoénico Simples

A velocidade de uma particula em movimento harmonico simples é dada

derivando a Equagao [2.5| em relacao ao tempo:
v(t) = —wx,, sen(wt + @). (2.6)
A aceleragao é calculada derivando a Equagao da velocidade [2.6}
a(t) = —w?,, cos(wt + ¢). (2.7)

A aceleracao é proporcional ao negativo do deslocamento e as duas grandezas

estao relacionadas pelo quadrado da frequéncia angular. Combinando as Equacoes [2.5]e
2.7, obtém-gse:

a(t) = —w?z(t). (2.8)

Conhecida a aceleragao do Movimento Harménico Simples é possivel determinar
qual ¢ a forca que atua no sistema. Usando a segunda lei de Newton e a lei de Hooke

que sao as forgas conhecidas do sistema eldstico, tém-se a constante da mola k:

F =ma = —(mw?)z.
= —kx.
—(mw?)x = —kz.
k= mw?. (2.9)

A frequéncia angular w do movimento harmonico simples esta relacionada a

constante elastica k e a massa m do bloco, sendo representada pela equacao:

w = \/g (2.10)

Combinando ainda a Equacao [2.10| com a frequéncia angular w = 27 f tém-se o

T = 27'(\/%. (2.11)

Todo sistema oscilatério possui uma certa “elasticidade” e uma certa “inércia”

periodo:

e, portanto, se assemelha a um oscilador linear tal como descrito nessa secao.

2.2.6 Origem dos modos normais

Um sistema massa-mola simples pode ser expandindo para intimeras massas e
molas, criando assim um grande sistema que vibra. Quanto maior o nimero de elementos,

maior o numero de equagoes necessarias para resolver o sistema.
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A Figura [2.11], mostra um sistema harmonico acoplado no qual duas massas
estao conectadas a trés molas. Esse sistema é usado afim de exemplificar os modos normais
de vibracao.

Esse sistema descreve de forma analoga o comportamento de moléculas que

possuem dinamica linear, como por exemplo o didéxido de carbono COs.

k k k

RN

Figura 2.11: Sistema harménico com duas massas e trés molas. Apés uma forca ser aplicada no sistema
as molas vibrarao dentro de padroes pré-estabelecidos. Esses padroes sao os modos normais de vibragao.

A energia potencial desse sistema é reprensetada pela soma da energia potencial

de cada mola.

V =12 kal + 12 kay + /2 k(v — x9)?, (2.12)

onde k é a constante da mola, e x1, xo representam os deslocamentos das massas mq, me.

A forca desse sistema é dado pelo negativo do gradiente aplicado na energia

potencial:
—oV 0%z
Fay = o = —kxy — k(zy —29) =m 87521'
-V 0%z
Fzo = s = —kxo — k(zg —x1) =m 82522'

Reescrevendo as equacgoes de forca, obtém-se um sistema de equacoes diferenciais, onde x

e ro dependem-se mutuamente:

0%z
—2kx1 + ko = maza—t;,

x
kxy — 2kxy = m 8t22'

A resolucao do movimento harmonico simples é dado pela Equacao O deslocamento
¢ uma funcao cosseno. Resolvendo entao o sistema de equacoes diferenciais, escolhe-se
apropriadamente possiveis fungoes solucao cuja, derivadas de segunda ordem continuam
sendo as mesmas funcoes: x; = A€t e x5 = Ase™t. A exponencial complexa escolhida
como possivel solucao representa uma funcao cosseno, segundo a identidade de Euler
(e = cos & +1 sen x).

Reescrevendo entao o sistema de equacoes diferenciais:

—2kA; e + kA, e = —maw? A et

kA et — 2k Ay et = —maw?Aget.
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Reescrevendo na forma matricial a fim de encontrar os valore de A; e As:

—2k + mw? k Ay 0
k —2k + mw?| | A, 0

Calculando o determinante dessa matriz em fungao de w obtém-se os autovalores:

(—2k + mw?)* = k?

Os autovalores w representam as frequéncias e os autovetores os modos normais

de vibracao.

k Ay 1 3k Ay 1
Wy = ) = Wy = ) -
m A, 1 m Ao -1
T = A twit _ iwit _ A twat _ twat
1 = A€ r1 =€ r1 = A€ Iy =€
Ty = A2€iw1t Ty = ei’w1t Ty = A2€iWQt Ty = _6iw2t

O primeiro autovalor e seu respectivo autovetor encontrado indica que ambas
as massas se deslocam na mesma diregao (A; = Ay). Enquanto o segundo autovalor
e seu respectivo autovetor indica que as massas se movimentam em sentidos opostos
(A; = —As). O movimento desse sistema pode ser descrito por qualquer combinagao linear

desses autovetores, ou seja, qualquer multiplo da solucao é solucao também.

2.2.7 Rede elastica para proteinas

Expandindo a ideia inicial do oscilador harmonico simples, um sistema pode
conter inlimeras massas, e inimeras ligacoes criando uma grande rede elastica. Transpondo
essa ideia para o escopo desse trabalho, os aminoacidos das proteinas sao considerados
“n6s” de uma grande rede eldstica, onde cada aminoacido é considerado uma “massa”, e as
ligacoes entre eles sao as “molas” que fazem com que o sistema vibre.

Existem diversos modelos de rede eldstica possiveis de se implementar, porém
cada um apresenta um grau de dificuldade e recursos computacionais especificos.

O modelo de rede elastica que foi utilizado nesse trabalho é o descrito por
TIRION, 1996. Nesse modelo, a autora assume a conformacao cristalografica, obtida
do Protein Data Bank (PDB), como sendo a conformagao de equilibrio j4 minimizada,
eliminando assim uma das etapas mais criticas encontradas em outros modelos.

TIRION propoe que as interagoes entre os atomos sejam descritas por um
potencial harmonico Hookiano, controlado por um simples parametro para todos os pares
de atomos, assim a rede eldstica proposta se transforma em um sistema harmonico.

O valor da constante de elasticidade entre cada aminoacido pode inclusive ser
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igual para todas as interagoes. “Fsse modelo é suficiente para descrever os movimentos

de baiza frequéncia que correspondem aos movimentos de grande amplitude de vibracao.”

(TIRION, 1996, p. 4 [14])

2.2.8 Modos normais de vibracao

Um modelo coarse-grained que vém sendo utilizado é conhecido como Modos
Normais de Vibragdo (NMA), do inglés Normal Model Analysis. Nesse modelo a simulacao
computacional da conformacao proteica é feita calculando os modos normais de vibragao
do sistema, que dependem do modelo de rede elastica escolhida para implementagcao.

Segundo MENDONCA, 2013, p. 17 [I5], os primeiros estudos de NMA para
proteinas foram reportados na década de 80. Os estudos foram realizados por meio
de simulacoes de dinamica molecular as quais utilizavam campos de forgas altamente
complexos. As coordenadas internas eram tomadas como as variaveis dinamicas. Os
modos normais e as frequéncias normais de vibragao eram calculados via diagonalizagao
da matriz Hessianaﬁ (matriz das constantes de for¢a). Pelo fato de que os elementos da
matriz Hessiana sao calculados na conformacao de equilibrio, era necessario efetuar a
minimizagao da energia.

As flutuacoes conformacionais de proteinas sao descritas pelo fator Debey-Waller
(fator-B). Este fator corresponde a dinamica local dos residuos em nivel atomico, e esta
associado a temperatura. Quanto maior for a temperatura maior sera a dinamica. Através
das simulacoes computacionais dos modelos coarse-grained os fatores-B sao reproduzidos
em tempos computacionais curtos.

Expandindo o sistema acoplado descrito na Secao para um sistema
contendo N massas, a modelagem serd dada por N equacoes diferenciais de segunda ordem.
A solucao desse sistema se dara transpondo os dados para uma matriz Hessiana. Dada
uma funcao real de varias variavéis, f : R® — R", a matriz Jacobiana que é a derivada do
gradiente é denominado matriz Hessiana de f. A diagonalizacao da matriz Hessiana gera
os autovetores, que sao chamados de modos normais, e os respectivos autovalores estao
associados as frequéncias de vibragoes.

Disto decorre que uma vibracao qualquer da estrutura de uma proteina pode
ser descrita por uma combinacao linear de todos os modos normais que formam uma base
vetorial. A amplitude de movimento no modelo dos modos normais é arbitraria, embora
todos os residuos oscilem na mesma frequéncia em um dado modo.

Uma molécula contendo N atomos possui 3N graus de liberdade, onde os 6
primeiros estao associados aos movimentos de translacao e rotagao de estruturas, portanto

nao predizem alteracoes das distancias relativas entre aminoacidos. Grandes amplitudes

SEm matemdtica, a matriz Hessiana de uma funcdo f de n varidveis é a matriz quadrada das derivadas
parciais de segunda ordem da funcao.
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vibracionais estao relacionadas as mais baixas frequéncias e portanto, aos primeiros modos
normais que predizem alteracoes mais expressivas nas distancias. O primeiro modo normal

que descreve movimentos de distancias entre atomos é o modo 7.
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Capitulo 3
Materiais e métodos

Um grupo especifico de proteinas possui caracteristica estrutural de estado
aberto e estado fechado. Esses estados, caracterizados pela estrutura tridimensional,
estao associados a funcao biolégica que a proteina desempenha. As reacoes quimicas que
acarretam essas conformagoes nao fazem parte do escopo deste trabalho. Toda a discussao
é feita sob o ponto de vista exclusivamente estrutural.

Pretende-se nesse trabalho de conclusao de curso exemplificar alguns casos
de proteinas que exibem um comportamento de estado aberto e fechado procurando
correlaciona-los sobre duas métricas e inferir possibilidades de conversao de uma estrutura
na outra utilizando os modos normais de vibracao. Isto se deu utilizando algoritmos

especificos que realizam simulagoes computacionais.

3.1 Programas e dados utilizados

Para realizacao desse trabalho somente softwares livres foram usados. O sistema
operacional escolhido foi o Linux Ubuntu versao 14.04. Os programas utilizados para
gerar e diagonalizar a matriz Hessiana estao disponiveis para download no enderego
http://ecole.modelisation.free.fr/modes.html. O algoritmo TM-score utilizado
para comparar quantativamente duas estruturas de proteinas pode ser encontrados no site
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-score/. Os algoritmos SAXS-score e todos
0s scripts necessarios para a automacao dos calculos foram fornecidos pelo orientador do
projeto.

As estruturas proteicas utilizadas foram retiradas do banco de dados PDB
disponivel para acesso e download no endereco http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do.
Os arquivos que armazenam essas informagoes sao simples arquivos de texto chamados de
PDB, do inglés Protein Data Bank.

A partir da literatura TAMA, SANEJOUAND, 2001 [16], um grupo de 18
proteinas com caracteristicas de estado aberto e fechado foram selecionados totalizando 36

estruturas.
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Em posse dos 36 arquivos PDB, o primeiro passo foi remover todas as in-
formagoes irrelevantes, deixando somente as informacoes sobre os C,. O segundo passo
consistiu em aplicar as métricas a fim de comparar seus resultados. A primeira métrica

utilizada basea-se na técnica de SAXS.

3.2 Perfil simulado de SAXS

A proposta desse trabalho é a caracterizacao de estruturas utilizando simulacoes
computacionais. Sendo assim nenhum experimento de SAXS foi realizado em laboratério.

Tal estudo é possivel porque essa técnica permite obter resultados através de
simulacoes de perfis de SAXS, sendo assim estudos sobre proteinas podem ser realizados
com recursos minimos de pesquisa.

O perfil de SAXS é simulado através da Equacao de Debye (DEBYE, 1915,
apud REIS, 2013) [17]:

()=

i=

W N+W
sen(qd;;)
1 ; fi(Q)fj(Q>qTa (3.1)

ij

onde,

q = (4msinf) /) é o vetor de espalhamento e sua unidade é o A=!; X é o comprimento da
onda de raios X; 260 é o angulo de espalhamento;

N é o niimero de atomos do modelo;

W é o nimero de moléculas de dgua que representam a camada de hidratacao;

d;; € a distancia entre os dtomos ¢ e j;

f(q) é o fator de espalhamento atomico, que depende das caracteristicas de cada dtomos;
Os elétrons sao sensiveis aos campos, elétrico e magnético oscilando senoidalmente, o que
justifica o seno na Equagao (3.1

Os perfis de SAXS obtidos, relacionam a intensidade do espalhamento /(g) com
o angulo ¢, e suas unidades de medidas sao respectivamente unidades arbitrarias [u.a], e
[A71].

Para realizar a simulagao computacional do perfil de SAXS é necessario apenas
um arquivo PDB. Nesse trabalho de conclusao de curso, utilizou-se o algoritmo modulo
SAXS-score do pipeline SAXTER (REIS, M. A.; APARICIO, R.; ZHANG, Y., 2011 [12]),
para gerar os perfis simulados de SAXS. Como parametros de entrada para o algoritmo
utilizou-se os 36 arquivos PDB das proteinas nos estados aberto e fechados, obtendo assim

os perfis das 18 proteinas escolhidas.
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3.2.1 Caracterizagao de estruturas utilizando SAXS

A partir da curva que caracteriza o perfil de SAXS é possivel inferir sobre os
modelos tridimensionais de uma proteina através da comparagao de perfis.

Dois perfis de SAXS podem ser comparados numericamente através da equacao:

X = \/Z(Lzberta(Q) —C Ifechada(Q))Q' (32)

O resultado x retorna a raiz quadrada do somatdério das diferencas entre as duas
curvas elevado ao quadrado, onde I per1q(q) representa o perfil simulado para a estrutura
aberta, e Ifechada(q) representa o perfil simulado para a estrutura fechada. A constante
¢ é um fator de escala para ajustar as duas curvas. O x resultante é a quantificacao da
diferenca estrutural entre as estruturas aberta e fechada.

A Figura [3.1, exemplifica a comparacao entre duas curvas simuladas. Cada
curva representa uma estrutura de proteina, e o grafico resultante é apresentado em escala
logaritmica. Se tratando de uma analise comparativa de estruturas através dos perfis, as
partes em que as curvas nao coincidem implicam em diferencas estruturais da proteina

entre seu estado aberto e fechado.

10,0 - .
Estrutura fechada ——
Estrutura aberta ——
10 L
-~
c
0,1t
%0 0.1 0.2 0.3 0.4 0,5

q

Figura 3.1: Comparagao entre dois perfis simulados de SAXS. Cada curva representa uma estrutura, a
diferenca entre as curvas pode ser quantificada pela equagao

A comparacao entre perfis simulados de SAXS e perfis tedricos obtidos, por
exemplo, por Cristalografia, tem contribuido para validar modelos estruturais verificando

diferencas entre proteinas e prevendo estruturas quaternarias.

3.3 Template Modeling Score (TM-score)

Apés obter os resultados de SAXS, usou-se o algoritmo TM-score desenvolvido

para quantificar a sobreposicao de duas estruturas de proteinas, a partir dos arquivos
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PDB.

Disponivel para download no endereco http://zhanglab.ccmb.med.umich.
edu/TM-score/, esse método utiliza informacgoes de estruturas conhecidas. Esses arquivos
PDBs foram obtidos através de técnicas experimentais, possuindo informacoes precisas
sobre as coordenadas atomicas, consequentemente o TM-score se caracteriza como uma
técnica de alta resolucao.

Dada duas estruturas a quantificacao da sobreposicao é feita tomando pares de

residuos das duas estruturas e medindo suas distancias. A funcao de pontuacao proposta
por ZHANG, SKOLNICK, 2004 [18] é dada pela férmula:

1 & 1
TM — score = Max —Z

Ly 4 d\2|’
()
do

onde Ly é o tamanho da estrutura nativa, tomada como alvo; Ly é a quantidade de

(3.3)

residuos da estrutura experimental, d; é a distancia entre o #;;, par dos residuos alinhados
e d, é a escala para normalizar a diferenca. “Max” quer dizer que a func¢ao retornard o
valor maximo da sobreposicao.

Segundo os autores, o raio de giro médio da estrutura de uma proteina globular
depende de uma lei associada ao comprimento (R) ~ L?\}?’g, 0 que permite estimar uma
distancia média dos pares de residuos de estruturas escolhidas aleatoriamente. A partir
da distancia média é possivel determinar o valor de d,, o qual ap6s minucioso estudo os
autores chegaram ao valor de ~ 0,17.

O que difere o TM-score de outros métodos é o fator de normalizacao d, de sua
formula, o qual favorece a pontuacao dos pares de atomos mais proximos em detrimento das
combinacgoes mais dinstantes, caracterizando essa técnica como uma analise quantitativa
na qual dominios com alto grau de sobreposicao sao mais relevantes para a pontuacao
que a visao geral da sobreposicao. Além disso, a técnica foi desenvolvida a fim de tornar
irrelevante para o cdlculo o tamanho das proteinas, ja que essas podem ser comparadas de
forma aleatéria.

O procedimento padrao para a predicao de estruturas de proteinas pode ser
descrito por dois passos:

(i) Encontrar uma estrutura ja resolvida para ser utilizada como alvo;

(ii) Construir uma estrutura baseada em modelos.

Feito isso, é possivel comparar as duas estruturas utilizando o TM-score.

3.3.1 Analise qualitativa da pontuacao do TM-score

O TM-score é um algoritmo que fornece respostas quantitativas sobre a sobre-

posicao de duas proteinas.
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Motivados em entender o quao significativo é esse resultado, XU e ZHANG [19]
desenvolveram uma pesquisa na qual o significado do valor resultante pode ser analisado
qualitativamente.

A pontuagao do TM-score estd compreendida entre [0,1], onde o valor 1 significa
a perfeita sobreposicao de duas estruturas.

Apdés realizarem testes com proteinas selecionadas aleatoriamente concluiram

que:
e Para o TM-score acima de 0,5 as proteinas pertencem a mesma familia;

e Quando o TM-score ¢ inferior a 0,5 significa que as estruturas comparadas nao

pertencem a mesma familia;

e Para o TM-score inferior a 0,17, as proteinas nao possuem nenhuma semelhanca

estrutural.

3.4 Coeficiente de correlacao de Pearson

Duas técnicas foram utilizadas para comparar a estrutura do estado aberto
com a do estado fechado de 18 proteinas. A primeira técnica (SAXS) é de baixa resolucao
e a segunda TM-score é de alta resolucao. Interessa-nos saber se existe e qual o grau
correlagao das respostas obtidas por ambas técnicas.

Para obter essa resposta utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson dado

pela equacao:

_ > i (i = 7).(yi — 7) '
Vi (@ =722 (v — §)?

Esse coeficiente mede o grau de correlagao linear de duas variaveis, além de

p (3.4)

indicar a direcao dessa correlacao.

O resultado p pode variar entre -1 e 1, onde:

e -1 significa uma correlagao negativa perfeita. Isso significa que enquanto uma variavel

aumenta o valor, a outra diminui;

e ( significa que as duas variaveis nao dependem linearmente uma da outra, mas isso
nao quer dizer que nao exista correlacao. Caso a resposta seja zero, é necessario

utilizar outros métodos nao lineares para apurar se existe ou nao correlagao;

e 1 significa uma correlacao perfeita positiva entre as duas variaveis.
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3.5 Modos normais de vibracao e perfis de SAXS

Apds obter os perfis de SAXS para as 18 proteinas identificou-se quais os
maiores resultados de y. O objetivo agora ¢é aplicar os 4 primeiros modos normais de
vibragao as estruturas abertas dessas proteinas que obtiveram os maiores y, afim de aferir
se algum desses modos promove melhoramentos no perfil de SAXS, o que implicaria um
possivel enovelamento do estado aberto para o fechado.

O modo normal de vibragao investigado nesse projeto basea-se na rede eldstica
proposta por TIRION. Nesse modelo a rede elastica é formada somente pelos C, dos
residuos de aminodcidos, os quais estao conectados um ao outro até uma certa distancia
que é determinada explicitamente pelo raio de corte (R.). Para o cédlculo dos modos
normais nesse trabalho usou-se um raio de corte de 10 A na rede eldstica. A Figura (A)
mostra a estrutura tridimensional da proteina Enolase, e a Figura (B) ilustra o formato

da rede com raio de corte de 10 A.

Figura 3.2: (A) Estrutura tridimensional da protefna Enolase. (B) Rede eldstica da mesma proteina
construida com raio de corte de 10 A.

Neste método, as interagoes entre os atomos sao consideradas harmonicas e as
vibragoes sao descritas por coordenadas x, vy, 2.
De acordo com o modelo de rede eldstica proposto por TIRION, a energia
potencial é dada por:
Eetastica = % Z kij(dij — d3;)?, (3.5)
dY;<Re
onde k ¢ a constante de mola Hookiana entre os dtomos i e j, d;; sao as distancias
euclidianas entre dois C, e d?j representa as distancias na estrutura cristalografica.
Segundo TIRION, 1996, [14], esse modelo foi desenvolvido e testado para
baixas e altas frequéncias, e pode ser visto que a combinacgao linear dos modos vibracionais

predizem os fatores de Debye-Waller inerentes a estrutura, que possuem dependéncia com
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a temperatura.

Baseado no modelo de rede elastica escolhido, um algoritmo foi utilizado para
gerar a matriz Hessiana. Considerando que todas as massas do sistema, (C,), possuem o
mesmo peso e que todos os atomos vizinhos, dentro de um raio de corte, estao conectados
por uma mola sujeitos a mesma constante de forca é calculado a derivada da forca em
relacdo as massas gerando assim a matriz Hessiana. Através da diagonalizacao da matriz
realizada por outro algoritmo obtém-se os autovetores, que sao os modos normais de
vibragao. O resultado é armazenado em um arquivo no formato PDB.

A fim de realizar simulacoes conformacionais do estado aberto para o fechado
calculou-se os modos normais de vibracao para as estruturas abertas. A partir das
coordenadas x,y e z dos C,, obtidas pela diagonalizacao da matriz Hessiana, 50 modelos
com variagoes das coordenadas foram geradas, 25 deslocando-se para o lado direito, e 25
para o lado esquerdo da estrutura geral tomada como sendo o modelo zero. A distancia
maxima de deslocament foi determinada para 20 A da posicdo original. Para cada um
desses 50 modelos foi calculado o y entre o modelo obtido pela simulagao e a estrutura
fechada da proteina. Assim foi possivel verificar se o perfil de SAXS entre a estrutura
aberta e fechada de uma determinada proteina foi melhorado aplicando determinado modo
normal.

Modos normais de vibragao é uma técnica de simulacao computacional carac-
terizada como coarse-grained. Essa técnica indica possiveis direcoes de deslocamento de
uma estrutura. A Figura [3.3]ilustra essa ideia. A estrutura tridimensional representada é
da proteina Lactoferrin, e as setas indicando a dire¢ao que os dominios dessa proteina se

deslocariam de acordo com o modo normal de vibragao ntimero 9.

Figura 3.3: Estrutura tridimensional da proteina Lactoferrin. As setas indicam as diregoes de desloca-
mento dos dominios dessa proteina de no maximo de 20 A, para o modo normal de vibracio niimero

9.

10 deslocamento baseado nos modos normais é linear. O efeito visual da pseudorotacio é causado pela
variagao de amplitude no movimento de cada atomo.
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Capitulo 4
Resultados e discussoes

Nesse capitulo sao apresentados e discutidos os principais resultados obtidos
apés aplicar as técnicas descritas no Capitulo 3.
A primeira discussao se dara pela comparacao dos resultados obtidos pelas

duas métricas utilizadas para caracterizagao das estruturas proteicas.

4.1 TM-score versus SAXS-score

Apos utilizar as duas técnicas para caracterizar a sobreposicao das estruturas
proteicas no estado aberto e fechado, obteve-se o gréafico da Figura [4.1, onde no eixo z
estao representados os valores obtidos pelo SAXS-score e no eixo y os valores obtidos
pelo TM-score. Cada ponto do grafico representa a intersecao dos resultados para cada

estrutura de proteina, totalizando 18 pontos, os quais foram divididos em 3 grupos:

e O grupo verdadeiro positivo composto por 15 pontos representa as proteinas cujas
estruturas apresentam grandes similaridades entre seus estados aberto e fechado.
O resultado obtido pelo TM-score nesse grupo apresenta valores somente acima da
reta que representa a constante 0,5 no eixo y. Como ja mencionado na Secao [3.3.1]
com esse resultado pode-se afirmar que as proteinas pertencem a mesma familia
com significativas semelhancgas nos dominios estruturais. Ainda nesse grupo sao
observados os valores obtidos pelo SAXS-score todos abaixo do valor dois, com
grande concentracao dos pontos abaixo do valor unitario, ou seja, préximos de zero,
o que também representa significativas semelhancas entre as estruturas comparadas,
mas nesse caso considerando a estrutura global, pois diferentemente do TM-score o
SAXS-score nao possui um fator de normalizacao que privilegia a pontuacao sobre
as partes similares. A comparacao é feita utilizando as curvas de perfis de SAXS

que relacionam o angulo com a intensidade do espalhamento.

e O caso verdadeiro negativo indica que essa proteina possui significativas diferengas

estruturais entre seu estado aberto e fechado. O tnico caso encontrado nesse estudo
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Figura 4.1: Resultados obtidos pelo TM-score (eixo y) e SAXS-score (eixo z), separados em 3 grupos.
O grupo verdadeiro positivo representa as estruturas com grandes similaridades entre estado aberto e
fechado segundo as duas métricas utilizadas. O caso verdadeiro negativo indica que essa proteina possui
significativas diferengas estruturais entre seu estado aberto e fechado e esse resultado é indicado também
pelas duas métricas. O grupo dos outliers mostra os casos nos quais as respostas das duas técnicas
divergem entre si, e por isso estao fora da linha de tendéncia dos pontos (linha verde).

foi o da proteina Adenylate kinase, cujo x calculado foi de 2,38, e o TM-score foi
de 0,39. Embora nao exista um estudo quantitativo padronizado sobre o resultado
do SAXS-score, apenas sabe-se que o valor zero implica a perfeita similaridade
estrutural. A partir do resultado do TM-score é possivel afirmar que estas estruturas

possuem de fato significativas diferencas.

e O grupo dos outliers apresenta os casos emblematicos de dissimilaridades estruturais.
Sao casos nos quais as respostas obtidas pelas métricas utilizadas se divergem. Essas
ocorréncias se caracterizam pela esséncia das métricas, SAXS-score baseia-se na
quantificacao da estrutura global, enquanto TM-score baseia-se na pontuacao sobre
dominios. Nesse trabalho identificou-se dois casos de outliers, os quais influenciam

diretamente no coeficiente de correlagao dos pontos.

A partir dos resultados obsevar-se uma correlacao entre os 18 pontos na ordem
de p = —0.71 calculado através do coeficiente de correlagao de Pearson conforme a Equacao
B.4 O maior valor na diregdo decrescente que o coeficiente de correlagao de Pearson
pode atingir é o valor unitdrio negativo (-1). Sendo assim conclui-se que o TM-score
e 0 SAXS-score apresentam uma razoavel correlagao, embora outliers sempre existam,
pois, TM-score foi projetado para pontuar sobre dominios, enquanto SAXS-score pontua

sobre a globalidade das estruturas, resultado da baixa resolucao da informacao obtida pelo
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experimento de SAXS.

Exemplo do grupo verdadeiro positivo

A FiguraL.2) (A) apresenta os perfis simulados de SAXS para a proteina Triose
phosphate isomerase, cujo x e o TM-score sao respectivamente 0,05 e 0,99, o primeiro
valor extremamente proximo a zero, e o segundo extremamente proximo ao valor unitario.
Ainda na Figura (B), pode ser conferida a sobreposi¢ao tridimensional da mesma
proteina. Visualmente nao é possivel identificar diferencas tanto nas curvas quanto na
estrutura tridimensional, pois as estruturas apds serem sobrepostas de uma maneira 6tima

se equipararam perfeitamente.

100

A ' ' " Estrutura fechada ——
Estrutura aberta ——
10}
G
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0,0 0.1 0.2 03 04 05

q

Figura 4.2: (A) Perfil simulado de SAXS calculado entre a estrura aberta e fechada da protefna Triose
phosphate isomerase. (B) Visualizacgao tridimensional da mesma protefna calculada pelo TM-score.

Exemplo do grupo verdadeiro negativo

Os perfis simulados de SAXS e a sobreposicao tridimensional da unica proteina
pertencente ao grupo verdadeiro negativo pode ser conferida na Figura [£.3] Nos perfis de
SAXS observa-se uma grande diferenca entre as curvas do estado fechado e aberto e na

representacao tridimensional observa-se poucos dominios similares.
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Figura 4.3: (A) Perfil simulado de SAXS calculado entre a estrura aberta e fechada da protefna Adenylate
kinase. (B) Visualizacdo tridimensional da mesma proteina calculada pelo TM-score.

Exemplos de outliers

Uma das proteinas desse grupo é a Diphtheria toxin, que possui TM-score de
0,73. Essa proteina tem como resultado do y o valor de 3,87, que esta muito longe do
valor de zero indicando assim que essa estrutura possui significativas diferencas globais
estruturais. Porém, o resultado do TM-score esta acima de
y = 0,5 e proximo ao valor unitario, o que segundo a analise qualitativa do TM-score nos
permite concluir que essa proteina possui significativas similaridades de dominios.

Os perfis simulados de SAXS e a estrutura tridimensional podem ser observados
na Figura [£.4]

10,0

A ‘ ‘ " Estrutura fechada ——
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Figura 4.4: (A) Perfil simulado de SAXS calculado entre a estrura aberta e fechada da proteina
Diphtheria toxin. (B) Visualizacdo tridimensional da mesma proteina calculada pelo TM-score.

Utilizando esse exemplo ressalta-se a discussao em torno das diferencas entre as

métricas utilizadas. A proteina Diphtheria toxin cujo TM-score e SAXS-score apresentam
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grande discrepancia devido & esséncia das técnicas. Ao analisar a Figura [1.4] é possivel
verificar que grandes dominios estao equiparados com grandes similaridades, e que um
dominio menor nao foi possivel sobrepor devido as dissimilaridades estruturais. O auto
resultado do TM-score (0,73) se justifica pelo fator de normalizagao dy na Equagao
tornando essa métrica uma das mais importantes utilizadas para quantificar sobreposicao
de estruturas proteicas.

O segundo caso de outlier é a proteina Calmodulin, cujo resultado do SAXS-
score da ordem de 4,06 é o maior dentre todas proteinas analisadas, e o TM-score é 0,49.
Embora o TM-score esteja abaixo de y = 0,5, a discrepancia entre os resultados das
duas técnicas acarretam na classificacao dessa proteina como também sendo um caso que
estd fora da linha de tendéncia do conjunto de pontos. Os perfis de SAXS e a estrutura

tridimensional podem ser observados na Figura [4.5]
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Figura 4.5: (A) Perfil simulado de SAXS calculado entre a estrura aberta e fechada da proteina
Calmodulin. (B) Visualizagao tridimensional da mesma proteina calculada pelo TM-score.

E possivel aferir através dos exemplos as caracteristicas inerentes a cada métrica.
TM-score, uma técnica de alta resolugao, que pontua sobre dominios, e SAXS-score uma
técnica experimental de baixa resolucao, que pontua através da totalidade das estruturas,
apresentaram um auto grau de correlacao embora ocorram outliers, que sao consequéncias

inerentes as particularidades das técnicas.

4.2 Ajuste dos perfis de SAXS com auxilio dos modos

normais

Depois de conhecer os resultados obtidos pelas duas métricas que quantificam
a qualidade da sobreposicao de estruturas, agora ¢ de interesse saber se existe um modo
normal de vibragao que melhore os perfis de SAXS calculados entre estrutura fechada e

aberta, ou seja, se existe uma distor¢ao que seja capaz de aproximar as duas estruturas.
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Nesse trabalho, como estamos comparando a estrutura aberta com a fechada
de uma determinada proteina, encontrar um modo normal de vibragao que melhore o
perfil de SAXS, implica encontrar uma possivel conformacao estrutural do estado aberto
para o estado fechado.

A analise dos modos normais de vibracao foi feita para as proteinas que
apresentaram valores de y maiores que 0,5. Perfis de SAXS calculados para simulagoes de
estruturas que apresentam Yy inferior a 0,5 se tornam inviaveis devido a grande similaridade
que as estruturas ja possuem. No Apéndice [B] Se¢oes [B.4] e [B.5], sao mostrados dois casos
em que o Y ¢ da ordem de 0,83 e 0,57. E possivel verificar através das Figuras e
que a maioria dos valores de y calculados entre as simulagoes e a estrutura fechada
sdo maiores que o x entre estrutura aberta e fechada original (Representado pelo modelo
zero). Diante disso, torna-se interessante a discussao utilizando proteinas que apresentam
significativas diferencas estruturais.

Nessa secao serao discutidos os dois maiores valores de x ocorrentes no grupo
dos outliers. Os demais casos podem ser conferidos no apéndice [B]

A Figura|4.6] apresenta o grafico dos 4 primeiros modos normais de vibracao da
proteina Diphtheria toxin que tem como resultado do y o valor de 3,87, e o do TM-score
0,73. Cada modo normal de vibragao foi calculado utilizando 50 variagoes do modelo
original, sendo 25 deslocamentos em um determinado sentido a partir da estrutura original,
e 25 para outro sentido, o que justifica o dominio do eixo z estar definido para o intervalo
[-25,25], onde a estrutura original é representado pelo modelo zero. Para cada um desses
modelos foi calculado o x entre a estrutura fechada e o modelo simulado, o resultado

encontra-se no eixo y.

Diphtheria toxin

50 modo 7 ——

45 mods o —

modo 10 ——
4,0
3,5
3,0
= 25
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

Modelo

Figura 4.6: Perfil de SAXS para os 4 primeiros modos normais de vibragio da protefna Diphtheria tozin.
O eixo z representa cada estrutura do modo normal de vibragao, e o eixo y apresenta o valor obtido pela
simulacao do SAXS-score entre a estrutura fechada o modelo.
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O modo normal 8, foi o que apresentou o maior minimo global para o valor de
X, consequentemente ele é o modo cujo perfil de SAXS melhor se ajusta a estrutura da
proteina no estado fechado. A Figura (A) mostra com detalhes a curva do modo 8, e a
Figura (B) mostra o sentido do deslocamento causado por esse modo.

O menor valor obtido do x é da ordem de 2,25 e refere-se a estrutura do modelo
-21. Esse valor é referente a vigésima primeira posicao do deslocamento do modo 8 em

relacao a estrutura original.

A

5,0

45
4,0
35 . .

3,0 o .

2,0

0,5

0,0
-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

Proteina: Diphtheria toxin - Modo 8

Figura 4.7: Perfil de SAXS para o modo 8 da proteina Diphtheria torin. O eixo x representa cada
estrutura do modo normal de vibragao, e o eixo y o valor obtido pela simulagdo do SAXS-score entre a
estrutura fechada o modelo.

O resultado dos perfis de SAXS e a sobreposicao tridimensional entre o modelo
-21 e a estrutura fechada podem ser conferido na Figura[4.8l A curva em verde na Figura
(A) representa a simulacao do perfil de SAXS para o modo 8. Observa-se que essa curva
estd mais proxima da estrutura fechada (curva azul). E na Figura [4.8| (B), representado
por esferas verdes a estrutura do modelo -21, o qual apresentou o menor x na simulagao

com a estrutura fechada.
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Figura 4.8: (A) Perfil de SAXS para o modelo -21 do modo 8 da protefna Diphtheria tozin. (B)
Comparagao entre as sobreposigoes do modelo -21 (esferas verdes) com a estrutura aberta (vermelho) e a
estrutura fechada (azul).

A Figura 4.9 apresenta o grafico dos 4 primeiros modos normais de vibracao da

proteina Calmodulin que tem como resultado do x o valor de 3,87, e o do TM-score 0,73.

Calmodulin
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modo 8 ——
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Figura 4.9: Perfil de SAXS para os 4 primeiros modos normais de vibragao da proteina Calmodulin. O
eixo z representa cada estrutura do modo normal de vibragao, e o eixo y apresenta o valor obtido pela
simulagdo do SAXS-score entre a estrutura aberta o modelo.

Da mesma forma que o caso anterior, cada modo normal de vibracao foi
calculado utilizando 50 variagoes do modelo original. Para cada um desses 50 modelos foi
calculado o x entre a estrutura fechada e o modelo simulado, o resultado é representado
no eixo y. O modo normal 8§, foi o que apresentou minimo global para o valor de Y,
consequentemente ele é o modo cujo perfil de SAXS melhor se ajusta a estrutura da
proteina no estado fechado. A Figura [£.10] (A) mostra com detalhes a curva do modo 8, e
Figura [4.10] (B) mostra um dos sentidos do deslocamento desse modo.
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O menor valor obtido do y é da ordem de 1,45 e refere-se a estrutura do modelo
19. Esse valor é referente a décima nona posicao do deslocamento do modo 8, na diregao

direita da estrutura original.

A .,
45
4,0 e0®®%ce,
, .o .
. .,
3,5 .* .
.. A4
3,0 .° N
®ecoec® ..
= 25 .
.
2,0 .
., .
.
1,5 Ceeeec’
1,0
0,5
0,0
25 20 -15  -10 -5 0 5 10 15 20 25
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Figura 4.10: Perfil de SAXS para o modo 8 da proteina Calmodulin. O eixo x representa cada estrutura
do modo normal de vibragao, e o eixo y apresenta o valor obtido pela simulagdo do SAXS-score entre a
estrutura aberta o modelo.

O resultado do perfil de SAXS e a sobreposi¢ao tridimensional entre o modelo
19 e a estrutura fechada podem ser conferido na Figura A linha verde na Figura4.11
(A) representa a simulagao dos perfis de SAXS para o modo 8. E possivel observar que
essa curva estd mais préxima da estrutura fechada (curva azul). E na Figura [{.11] (B),
observa-se em esferas verdes a estrutura do modelo 19, o qual apresentou o menor x na

simulagao com a estrutura fechada.
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Figura 4.11: (A) Perfil de SAXS para o modelo 19 do modo 8 da proteina Calmodulin. (B) Comparagao
entre as sobreposi¢oes do modelo 45(esferas verdes) com a estrutura aberta (vermelho) e a estrutura
fechada (azul).
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Capitulo 5
Conclusoes

Duas métricas distintas foram utilizadas para caracterizar estruturas tridimen-
sionais de um grupo especifico de proteinas que apresentam caracteristicas de estado
aberto e fechado. Confrontando os resultados obtidos por ambas técnicas, a primeira
experimental, e a segunda tedrica, foi possivel verificar que, mesmo utilizando informagao
de baixa resolucao, a técnica de SAXS obteve a maioria dos resultados compativeis com o
TM-score. Isso ocorreu nos grupos verdadeiro positivo e verdadeiro negativo, totalizando
16 pontos. A fim de verificar a existéncia de correlagao entre as métricas utilizou-se o
coeficiente de correlacao de Pearson que obteve resultado na ordem de p = —0,71. Esse
resultado implica numa forte correlacao entre as técnicas, pois o valor maximo, em maédulo,
que se poderia obter desse coeficiente é da ordem de 1.

Simulagoes de modos normais de vibracao foram utilizados a fim de obter
melhoramentos nos perfis de SAXS. Foram realizados simulacoes para os modos 7, 8, 9 e
10, pois como descrito na Secao [2.2.8] grandes amplitudes vibracionais estao relacionadas
as mais baixas frequéncias e portanto, aos primeiros modos normais a partir do modo 7.
Calculou-se o y entre cada modelo de deslocamento e a estrutura fechada. O modo 8 foi o
que apresentou o menor Y para as duas proteinas que apresentavam maiores diferencgas
estruturais (Diphtheria toxin e Calmodulin).

O perfil de SAXS entre estrutura aberta e fechada para a proteina Diphtheria
toxin é da ordem de 3,87. Apds aplicar os 4 primeiros modos normais, verificou-se que
o modo 8 fez com que o x diminuisse para 2,25, obtendo um melhoramento do perfil de
SAXS da ordem de 42%. O x da proteina Calmodulin também calculado entre estado
aberto e fechado é 4,06. Através do modo normal de vibragao ntimero 8, esse x abaixou
para 1,45. O melhoramento do perfil foi da ordem de 64%.

A primeira técnica, espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS), é uma
técnica experimental de baixa resolucao. Embora utilize os mesmos principios fisicos da
Cristalografia, esse experimento nao fornece informacoes detalhadas como, por exemplo,
as coordenadas atomicas da estrutura da proteina. O resultado obtido é um perfil que

relaciona o angulo de espalhamento com a intensidade coletada no detector. Nesse método
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a caracterizacao de estruturas pode ser feita tanto comparando perfis tedrico — obtidos
através de técnicas mais precisas — com perfis experimentais, como utilizando perfis
simulados de SAXS, como os utilizado nesse trabalho descrito na Se¢éo [3.2l A comparagao
entre dois perfis de SAXS permite inferir resultados sobre a semelhancas entre estruturas
proteicas.

O segundo método utilizado - TM-score - caracteriza estruturas proteicas
comparando modelos j& existentes disponiveis em bancos de dados. Duas estruturas com
coordenadas atomicas definidas sao sobrepostas de uma maneira 6tima, e entao é feito
a quantificacao da semelhanca entre as duas estruturas. A utilizacao das coordenadas
atomicas como parametros garante a essa técnica resultados de alta resolugao.

Além de caracterizar estruturas tridimensionais, utilizar modos normais de
vibracao em estruturas proteicas significa simular possiveis enovelamentos dessas proteinas.
Nesse trabalho, a simulagao e os calculos realizados, implicam em possiveis conformagcoes
estruturais do estado aberto para o fechado das proteinas analisadas. Sendo o modo 8
o que melhor prediz a conformacao das duas estruturas com maiores valores de Yy, esses
resultados acordam com a literatura descrita na Segao [2.2.8]

A fim de se obter resultados mais acurados utilizando SAXS novas pesquisas
vem sendo desenvolvidas. O algoritmo SAXTER, descrito no artigo Improving Protein
Template Recognition by Using Small-Angle X-Ray Scattering Profiles escrito por REIS,
et al., 2011 [12], combina os resultados de SAXS com outra técnica de caracteriza¢ao de
estruturas proteicas. Esse algoritmo pode ser utilizado no enderego: http://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/SAXSTER/.

Por fim, através desse trabalho conclui-se que é possivel realizar interessantes
estudos sob o ponto de vista cientifico a baixos investimentos. Esses estudos se realizados no
meio académico, durante a formacao dos alunos, pode incentivar o contato com a pesquisa
e com o conhecimento cientifico, contruindo para a formacgao e posterior qualificacao de
pessoas para o meio académico como futuros docentes bem preparados, ou para o meio

cientifico desenvolvendo pesquisas que visam contribuir de alguma forma com a sociedade.
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Apeéendice A
Proteinas, TM-score e SAXS-score

A tabela mostra os valores obtidos pelo TM-score e SAXS-score para as 18
proteinas estudadas. Também encontra-se os respectivos cédigos de identificagdo no banco
de bados PDB das proteinas no estado aberto e fechado, e uma breve descricao da funcao
biolégica de cada uma dessas macromoléculas.

As 18 proteinas foram dividas em 3 grupos conforme descrito no Capitulo [4

Fazem parte do grupo verdadeiro positivo as proteinas: Triose phosphate
isomerase; Annexin V; Thymidylate synthase; Triglyceride lipase; Seryl-tRNA synthe-
tase; Alcohol denydrogenase; Aspartate aminotransferase; HIV-1 protease; Dihydrofolate
reductase; Che Y protein; Citrate synthase; Lactoferrin; Maltodextrin binding; LAO
binding.

Somente uma proteina compos o grupo verdadeiro negativo: Adenylate kinase.

E as duas proteinas que apresentaram os maiores valores obtidos pelo SAXS-

score fazem parte do grupo dos outliers: Calmodulin e Diphtheria toxin.
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Proteina PDB ID TM | SAXS Funcgao biolégica
Aberto - Fechado | score | score
E uma enzima responsavel pela regulacao do glicogénico, acucar e o
Adenylate kinase laky - 2ak3 0,39 2,38 | metabolismo lipidico. As proteinas quinases sao a chave central da
comunicag¢ao no controle intracelular, regulagao e transducgao de sinais.
Os membros desta familia de enzimas sao responsaveis por quebrar os
Alcohol dehydrogenase 8adh — 6adh 0,97 0,27 | grupos de alcool e toxicos durante o metabolismo humano e em alguns
animais.
Annexin V lavr — lavh 0,99 0.25 E uma proteina com funcao anticoagulante. Durante a apoptose celular é
translocada para a camada externa da membrana celular.
Encontrada no miocérdio, figado, rins, cérebro, pulmoes, pancreas, baco,
Aspartate aminotransferase 9aat — lama 0,96 0,37 | células vermelhas e brancas. Sua elevacao indica comprometimento celular
mais profundo podendo revelar hepatite.
Proteina ativadora termo-estavel, de baixo peso molecular encontrada
Calmodulin lell — lctr 0,49 4,06 | principalmente no encéfalo e coracao. E responsavel pelo transporte de
calcio.
Che Y protein 3chy — 1chn 0.94 0.24 Responsavel pela direcao dF) movimento de bactérias que se dara de acordo
com a quantidade de nutrientes no ambiente.
E uma enzima transferase que controla o primeiro passo do ciclo do acido
Citrate synthase desc — besc 0,94 0,53 | citrico. O ciclo tem papel central nos mecanismos metabdlicos de obtencgao
de energia.
Catalisa o processo de reducao do acido folico a acido tetraidrofélico, um
Dihydrofolate reductase 4dfr — bHdfr 0,94 0,83 | transporte para o grupo metilo necesséria para a sintese de purinas, acido
timidilico, e certos aminoacidos.
Diphtheria toxin 1ddt - 1mdt 0.73 3,87 Essa toxin‘a entra no citop}asma da célula e i.nibe a §int(?s§ de proteinas,
causando inflamacao e lesao em partes das vias respiratérias.
A enolase é uma enzima que atua na cascata glicolitica, catalizando a
Enolase en] — Tenl 0.99 0.43 nona reacao da via. O 2-fosfoglicerato, formado na reacao anterior, é

agora desidratado e forma 1 molécula de dgua e uma de fosfoenolpiruvato,
um composto altamente energético.

Continua na prorima pdgina
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Funcao biolégica

Enzima fundamental para que o virus da AIDS se replique. As pro-
teases sao enzimas que clivam as cadeias peptidicas em fragmentos de
aminoacidos menores. Os peptidios sao responsédveis pela patogenicidade
do virus.

Proteina encontrada no leite que cumpre uma valiosa funcao de antibidtico
natural. A lactoferrina tem a capacidade de reter atomos de ferro impe-
dindo que eles sejam roubados por bactérias.

Grupo de ligantes responsavel pelo transporte de solutos através da
membrana citoplasmatica.

E responsavel pela absorcao eficiente e catabolismo de maltodextrinas.
E um sistema de regulacao e transporte complexo que envolve muitas
proteinas e complexos de proteinas.

Familia de enzimas que asseguram a correta ligacao entre um aminoécido e
seu tRNA, compondo fatores essencias para o processo de sintese proteica.

Atua na conversao do grupo metileno a grupo metila obtendo como
resultado substrato para a sintese de DNA. Como as células cancerigenas
sofrem rapida divisao celular, essa enzima é altamente ativa.

Essa proteina é responsavel pelo controle dos triglicerideos que sao arma-
zenados em adipdcitos para serem usados depois como fonte de energia.

Proteina PDB ID TM | SAXS

Aberto - Fechado | score | score
HIV-1 protease 1hhp — lajx 0,95 0,27
Lactoferrin 11th — 1lfg 0,83 1,57
LAO binding protein 2lao — 1lst 0,70 1,65
Maltodextrin binding protein lomp — lanf 0,80 1,08
Seryl-tRNA synthetase 1ses — 1set 0,97 0,48
Thymidylate synthase 3tms — 2tsc 0,99 0,45
Triglyceride lipase 3tgl — 4tgl 0,97 0,57
Triose phosphate isomerase 3tim — 6tim 0,99 0,05

Esta relacionada com importantes vias metabdlicas, como glicélise, glico-
neogénese e sintese de acidos graxos, responsaveis principalmente pela
producao de energia.

Tabela A.1: Tabela contendo as 18 proteinas, seus respectivos cédigos PDB (o primeiro refere-se a estrutura aberta e o segundo a fechada), os valores obtidos pelos algoritmos

TM-score e SAXS-score, e uma breve descrigao da funcao biolégica de cada proteina.




Apeéendice B

Modos normais de vibracao e perfis
de SAXS

Esse Apéndice foi criado a fim de melhorar a organizacao e compreensao do
trabalho. Foram gerados 18 perfis simulados de SAXS a fim de comparar as estruturas das
proteinas em seu estado aberto e fechado. Das 18 proteinas estudadas, 10 apresentaram
perfis de SAXS com valores superiores a 0,5. Os dois maiores valores foram discutidos no

Capitulo [l Os demais podem ser conferidos nas segoes abaixo:

B.1 LAO binding protein

De forma andloga ao caso anterior o perfil simulado de SAXS calculado entre a
estrutura aberta e fechada foi da ordem de 1,65. Através da Figura (A), é possivel
observar diferengas significativas entre as curvas que representam a comparagao entre as
estruturas. Devido a essa diferenca significativa foi aplicado os quatro primeiros modos
normais de vibragao a fim de aferir se haveria melhora nos perfis de SAXS. A Figura [B.1
(B), mostra os perfis de SAXS dos modos normais de vibragao. O perfil do modo 9 é o
que apresenta o menor minimo global entre as curvas na ordem de 0,68 para o modelo 12,
significando que a simulagao referente ao modo 9 pode estar associada ao enovelamento

dessa proteina.
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Figura B.1: (A) Perfil de SAXS para a protefna LAO binding protein entre sua estrutura no estado
aberto e fechado. (B) Comparacao entre os 4 primeiros modos normais de vibragao para a mesma proteina,
utilizando perfis de SAXS.

B.2 Lactoferrin

A Figura (A) mostra perfil simulado de SAXS calculado entre a estrutura
aberta e fechada da ordem de 1,57. A Figura (B), mostra os perfis de SAXS dos
modos normais de vibragao. O perfil do modo 9 é o que apresenta o menor minimo global
entre as curvas na ordem de 0,68 para o modelo -14, significando que a simulagao referente

ao modo 9 pode estar associada ao enovelamento dessa proteina.

A 100 ‘ . ‘ : 50
Estrutura fechada —— B ’ modo 7 ——
Estrutura aberta —— 45 :ggg g
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1,5
1,0
0,5
L L L L 0’0
00 01 02 03 04 05 25 2 45 40 5 0 5 10 15 20 25
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Figura B.2: (A) Perfil de SAXS para a proteina Lactoferrin entre sua estrutura no estado aberto

e fechado. (B) Comparagao entre os 4 primeiros modos normais de vibragdo para a mesma proteina,
utilizando perfis de SAXS.
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B.3 Maltodextrin binding protein

A Figura (A) mostra perfil simulado de SAXS calculado entre a estrutura
aberta e fechada da ordem de 1,08. A Figura (B), mostra os perfis de SAXS dos
modos normais de vibragao. O perfil do modo 7 é o que apresenta o menor minimo global
entre as curvas na ordem de 0,37 para o modelo -8, significando que a simulacao referente

ao modo 7 pode estar associada ao enovelamento dessa proteina.

A 10,0 ; . B 5,0 modo 7

" Estrutura fechada ——
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x 25

2,0
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1,0
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s : ‘ ‘ 0.0
00 01 02 03 04 05 25 20 -5 -0 5 0 5 10 15 20 25
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Figura B.3: (A) Perfil de SAXS para a proteina Maltodextrin binding protein entre sua estrutura no
estado aberto e fechado. (B) Comparagéo entre os 4 primeiros modos normais de vibragao para a mesma
proteina, utilizando perfis de SAXS.

B.4 Dihydrofolate reductase

A Figura (A) mostra perfil simulado de SAXS calculado entre a estrutura
aberta e fechada da ordem de 0,83. Observa-se que esse y abaixo de 1,0 as curvas possuem
poucas diferencas. A Figura (B), mostra os perfis de SAXS dos modos normais de
vibracao. O perfil do modo 7 é o que apresenta o menor minimo global entre as curvas.
Entretanto o valor obtido pelo modelo 5 é da ordem de 0,72, isso significa uma pequena
modificacao estrutural. Quanto menor o valor resultante menos pode-se inferir sobre os

modos normais.
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Figura B.4: (A) Perfil de SAXS para a protefna Dihydrofolate reductase entre sua estrutura no estado

aberto e fechado. (B) Comparacao entre os 4 primeiros modos normais de vibragao para a mesma proteina,
utilizando perfis de SAXS.

B.5 Triglyceride lipase

A Figura (A) mostra perfil simulado de SAXS calculado entre a estrutura
aberta e fechada da ordem de 0,57. A Figura B, mostra os perfis de SAXS dos modos
normais de vibracao. O perfil do modo 10 é o que apresenta o menor minimo global entre
as curvas, e o modelo 5 foi o que obteve o menor y na ordem de 0,45. Assim como no
caso estudado acima, quanto menor o valor do xy menos se pode inferir sobre possiveis

conformagoes proteicas utilizando modos normais de vibracao, pois a mudanca estrutural

, s
€ minima.
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Figura B.5: (A) Perfil de SAXS para a proteina Triglyceride lipase entre sua estrutura no estado aberto
e fechado. (B) Comparagao entre os 4 primeiros modos normais de vibragdo para a mesma proteina,
utilizando perfis de SAXS.
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B.6 Chitrate synthase

Para essa proteina o perfil simulado de SAXS calculado entre a estrutura aberta
e fechada foi da ordem de 0,53. Através da Figura (A), é possivel observar que nao ha
diferencas significativas entre as curvas que representam a comparagao entre as estruturas.
A Figura (B), mostra os perfis de SAXS dos modos normais de vibragao. O perfil do
modo 8 é o que apresenta o menor minimo global entre as curvas na ordem de 0,35 para o
modelo 11, significando que a simulacao referente ao modo 8 seria o possivel enovelamento

dessa proteina.
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Figura B.6: (A) Perfil de SAXS para a proteina Adenylate kinase entre sua estrutura no estado aberto
e fechado. (B) Comparagao entre os 4 primeiros modos normais de vibragado para a mesma proteina,
utilizando perfis de SAXS.
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