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Resumo

As proteínas são polipeptídeos formados por uma longa cadeia covalente de resíduos de aminoá-

cidos que, em condições fisiológicas (ambiente nativo), adota uma topologia 3D única. Estas

macromoléculas estão envolvidas na maior parte das transformações moleculares nas células

vivas. A estrutura nativa dita a função bioquímica específica da proteína. Conhecer a estrutura

3D da proteína implica em também conhecer a sua função. Assim, conhecendo a sua estru-

tura é possível interferir ativando ou inibindo a sua função, como nas doenças onde os alvos

dos fármacos são as proteínas. Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteína pode ser

obtida através de técnicas de cristalografia por difração de raios X ou por ressonância mag-

nética nuclear. Porém, devido às diversas dificuldades, incluindo o alto custo e o elevado tempo

demandado por estas técnicas, a determinação da estrutura 3D de proteínas ainda é um prob-

lema que desafia os cientistas. Diversos métodos de prediçãoin sílico foram criados durante

os últimos anos buscando a solução deste problema. Estes métodos estão organizados em dois

grandes grupos. Ao primeiro, pertencem os métodos de modelagem comparativa por homolo-

gia e métodos baseados em conhecimento como os de alinhavamento (threading). Ao segundo,

pertencem os métodosab initio e os métodosde novo. No entanto, estes métodos de predição

possuem limitações: métodos baseados em modelagem comparativa por homologia e alinhava-

mento somente podem realizar a predição de estruturas que possuem seqüências idênticas ou

similares à outras proteínas armazenadas noProtein Data Bank(PDB). Métodosde novoe ab

initio, por sua vez, tornam possível a obtenção de novas formas de enovelamento. Entretanto,

a complexidade e a grande dimensão do espaço de busca conformacional, mesmo para uma

pequena molécula de proteína, torna o problema da predição intratável computacionalmente

(Paradoxo de Levinthal). Apesar do relativo sucesso obtido por estes métodos para proteínas

de pequeno tamanho, muitos esforços ainda são necessários para o desenvolvimento de estraté-

gias para extração e manipulação de dados experimentais, bem como o desenvolvimento de

metodologias que façam utilização destas informações com o propósito de predizer correta-

mente, a partir apenas da seqüência de aminoácidos de uma proteína, a sua estrutura 3D. Nesta

dissertação é apresentada uma nova proposta para a prediçãoin sílico da estrutura 3D aproxi-

mada de polipeptídeos e proteínas. Um novo algoritmo foi desenvolvido, baseando-se na análise

de informações obtidas de moldes do PDB. Técnicas de mineração de dados, representação de

intervalos e de manipulação das informações estruturais são utilizadas neste algoritmo. Os inter-

valos de variação angular de cada resíduo de aminoácido da cadeia polipeptídica são reduzidos

como o objetivo de encontrar um intervalo fechado que contém a conformação com a menor

energia potencial. Seis estudos de caso demonstram a aplicação do método desenvolvido.

Palavras-chave:Bioinformática, predição da estrutura 3D de proteínas, computação científica.



Abstract

Proteins are polypeptides formed by a long chain of amino acids residues which, in physiolog-

ical conditions (native environment), adopt a unique three-dimensional (3-D) structure. These

macromolecules are involved in most of the molecular transformations in the living cells. The

native structure of a protein dictates its biochemical function. Hence, knowledge of a protein

structure allows one to interfere with it, either by enhancing or inhibiting its function, such as

in diseases in which the drug targets are proteins. Experimentally, the 3-D structure of a pro-

tein is obtained by techniques such as X-ray diffraction crystallography or nuclear magnetic

resonance. However, due to the high cost and time demanded by these techniques, determi-

nation of the 3-D structure of a protein is a problem that still challenges the scientists. Many

computational protein structure prediction methods have been proposed along the last years in

order to address this problem. These methods are organized into two major groups. The first

group comprehends comparative homology modelling and knowledge-based methods such as

fold recognition via threading. The second group is made up by ab initio and de novo methods.

However, these methods also have limitations: comparative homology modelling can only pre-

dict structures of proteins with amino acid sequences nearly identical or similar to other protein

sequences of known structure in the protein Data Bank (PDB). Ab initio and de novo methods

can predict new folds, but the complexity and high dimensionality of the search space, even for

a small protein molecule, makes the problem computationally intractable. Despite the relative

success of these prediction methods for small proteins and polypeptides, efforts are still needed

to develop novel strategies for extracting and manipulating experimental data and to develop

methods that use these data for correctly predicting a protein 3-D structure from its amino acid

sequence only. In this dissertation we present a new computational method to predict approx-

imate 3-D structure of polypeptides and proteins. A new algorithm was developed, based on

information analysis obtained from PDB templates. Data mining techniques, intervals repre-

sentation and treatment of experimental structural information are used in this algorithm. The

polypeptide main chain torsion angles intervals, for each amino acid residue, are reduced with

the objective to find a closed interval that contains the conformation with the lowest potential

energy. Six case studies illustrate applications of the proposed method.

Keywords: Bioinformatics, three-dimensional protein structure prediction, scientific computa-

tion.
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1 Introdução

1.1 Justificativa

As proteínas são macromoléculas envolvidas na maior parte das funções celulares. Estas

funções podem ser reguladoras, de transporte, de catálise, entre outras. Uma proteína é consti-

tuída por uma seqüência de aminoácidos, comumente denominada estrutura primária, que forma

uma cadeia polipeptídica por meio da polimerização representada por uma reação de condensa-

ção. A ligação CO-NH resultante, entre aminoácidos subseqüentes, é conhecida como ligação

peptídica. A cadeia polipeptídica de uma proteína, em seu estado nativo, enovela-se assumindo

uma conformação única. Esta conformação ou estrutura tridimensional (3D) determina a função

que a proteína irá exercer na célula ou organismo [54].

Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteína pode ser obtida através de técnicas de

cristalografia por difração de raios X ou por ressonância magnética nuclear (NMR, sigla em

inglês). Porém, devido às diversas dificuldades, incluindo o alto custo e o elevado tempo de-

mandado por estas técnicas, a determinação da estrutura 3D de proteínas ainda é um problema

que desafia os cientistas. A dificuldade na determinação da estrutura 3D de proteínas gerou

uma discrepância muito grande entre o volume de dados gerados por projetos genoma, os quais

visam conhecer todos os genes de um determinado organismo, incluindo, mas não limitado às

proteínas, e o número de estruturas 3D de proteínas que são conhecidas. Em 15 de outubro

de 2007 havia aproximadamente 78 milhões de seqüências de proteínas no GenBank1. Dessas,

aproximadamente seis milhões são consideradas únicas (não-redundantes ou NR). Por outro

lado, noProtein Data Bank(PDB) [7], em 30 de outubro de 2007, havia 43.238 estruturas2

3D de proteínas. Como no caso das seqüências de proteínas, podemos eliminar redundância no

PDB, filtrando proteínas cujos enovelamentos ou topologias são muito similares. Assim, temos

apenas 1.056 topologias ou tipos de enovelamentos distintos3. Isto significa que apenas em

torno de 0,02% das estruturas 3D de todas as seqüências únicas (NR) de proteínas são conhe-

cidas. Esta discrepância tem motivado cientistas de áreas como ciência da computação, enge-

nharias, física, química e matemática a construir modelos e desenvolver métodos que possam

predizer e reproduzir a estrutura 3D destes polímeros a partir da sua seqüência de aminoácidos.

1GenBank: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/gbrel.txt
2Número de estruturas: http://www.rcsb.org/PDB/statistics/holdings.do
3Número de topologias: http://www.rcsb.org/PDB/statistics/contentGrowthChart.do?content=fold-scop
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1.2 Motivação

A predição do enovelamento ou topologia [17] de uma proteína é atualmente um dos maiores

problemas da Bioinformática Estrutural. O principal desafio é compreender como a informação

codificada na seqüência linear de aminoácidos ou estrutura primária se traduz na estrutura 3D

ou estrutura terciária de uma proteína e, a partir deste conhecimento, desenvolver metodologias

computacionais que possam predizer, de forma correta, a estrutura nativa e funcional da pro-

teína. Muitas metodologias e algoritmos foram propostos ao longo dos anos como solução a

este complexo problema [12, 63, 68, 91]. Essas metodologias podem ser classificadas em dois

grandes grupos. Ao primeiro grupo pertencem os métodos de modelagem comparativa por ho-

mologia e métodos baseados em conhecimento. Na modelagem comparativa, uma seqüência

alvo é alinhada com a seqüência de uma proteína molde com estrutura 3D conhecida e arma-

zenada no PDB. Quando homologia é detectada, geralmente com mais de 30% de identidade

entre as seqüências alinhadas, em toda a sua extensão, a modelagem pode ocorrer realizando-se

a cópia das coordenadas 3D do molde ou obtendo-se a média entre múltiplos moldes e subs-

tituindo esta na proteína-alvo. Pode-se ainda, utilizar distâncias inter-atômicas de regiões de

alinhamento dos moldes como restrições para a modelagem [12, 47]. A modelagem compara-

tiva por homologia é o método de predição com maior acurácia nos resultados finais [42,58,91].

Em contraste, métodos baseados em conhecimento (knowledge-based) utilizam potenciais es-

tatísticos derivados da análise de padrões de enovelamento de proteínas com estruturas 3D co-

nhecidas e armazenadas em uma base de dados [12]. A partir destas estatísticas, uma proteína

alvo pode ser predita mesmo não havendo estruturas homólogas na base de dados [47]. Os

métodos de reconhecimento de enovelamento estrutural via alinhavamento (threading) são os

melhores exemplos desta técnica [42, 91]. Este método permite a detecção de homologia entre

seqüências e estruturas de proteínas que não seria possível com métodos de alinhamento par a

par de seqüências, como os utilizados na modelagem comparativa por homologia.

Ao segundo grupo pertencem os métodosab initio e os métodosde novo, os quais possuem

a capacidade de predizer novas formas de enovelamento para proteínas que não possuem ho-

mólogas no PDB. Os métodosab initio são fundamentados na termodinâmica estatística e se

baseiam no fato de que a estrutura nativa de uma proteína corresponde ao mínimo global de

sua energia livre [91]. Esta metodologia simula o espaço conformacional da proteína utilizando

uma função de energia potencial, a qual descreve a energia interna da proteína e suas interações

com o meio no qual está inserida. O objetivo é encontrar um mínimo global de energia livre

que corresponda ao estado nativo ou funcional da proteína [68,91].

No entanto, estas metodologias de predição possuem limitações: métodos baseados em

modelagem comparativa por homologia somente podem realizar a predição de estruturas que

possuem seqüências quase idênticas ou similares em um banco de dados de estruturas conheci-

das. Métodosde novoe métodosab initio, por sua vez, tornam possível a obtenção de estruturas
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cujas formas de enovelamento ainda não são conhecidas. Entretanto, a complexidade e a grande

dimensão do espaço de busca conformacional [65], mesmo para uma pequena molécula polipep-

tídica ou de proteína, tornam o problema da predição intratável computacionalmente (Paradoxo

de Levinthal) [44,53].

A complexidade e a grandeza deste espaço de busca conformacional podem ser estimadas

pelo tempo necessário para encontrar o estado nativo de enovelamento de uma proteína. Este

tempo é obtido por meio do produto do número de conformações que uma cadeia polipeptídica

pode assumir pelo tempo necessário para encontrar cada uma destas conformações. Este nú-

mero pode ser estimado da seguinte maneira: se assumirmos que cada um dos aminoácidos em

uma proteína pode assumir cinco configurações diferentes - este número é bastante inferior aos

números reais - o número de conformações possíveis para uma proteína com 100 aminoácidos

seria igual a5100 = 1070. Se o tempo estimado para se calcular cada conformação diferente

da cadeia polipeptídica for igual a10−11 segundos (10 x 10−12 s = 10 picossegundos) então, o

tempo estimado para se encontrar o estado nativo de uma proteína com 100 resíduos de ami-

noácidos seria de cerca de1059 segundos, ou aproximadamente1052 anos [44]. Considerando

que a idade da Terra é de4, 6 x 109 anos, é claramente impossível percorrer todo o espaço

conformacional para esta proteína de 100 aminoácidos apenas ( isso necessitaria1043 vezes a

idade da Terra!). Sabe-se, porém, que as proteínas se enovelam em tempos que vão de milisse-

gundos a segundos [81]; este é o paradoxo de Levinthal [80]. No início da década de 1990 este

paradoxo foi descrito na linguagem da complexidade computacional [65,92] demonstrando que

a busca aleatória do espaço conformacional das proteínas, como proposto por Levinthal [53], é

um problema NP-completo. Como se pode notar, a complexidade de um problema desta natu-

reza cresce à medida que aumenta o tamanho da seqüência da proteína. O tamanho médio de

uma proteína é de 250 aminoácidos.

1.3 Objetivos e contribuições almejadas

Apesar do relativo sucesso na predição de novas formas de enovelamento para proteínas de

pequeno tamanho (inferior a 100 aminoácidos) pelos métodos de prediçãoab initio oude novo,

ainda é necessário o desenvolvimento de estratégias para extração e manipulação de dados

experimentais, bem como o desenvolvimento de metodologias que façam a utilização destas

informações com o propósito de predizer corretamente, a partir da seqüência de aminoácidos

de uma proteína, a sua estrutura 3D correspondente.

Sendo assim, o desenvolvimento de métodos computacionais de predição que reduzam o

esforço computacional e que permitam a predição de maneira rápida e correta de novas formas

de enovelamento se apresenta como um dos maiores desafios da Bioinformática Estrutural e

da biologia molecular do século XXI. Neste trabalho é apresentada uma nova proposta para a

prediçãoin sílico da estrutura 3D de proteínas e polipeptídeos. Um novo algoritmo baseado na
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análise de informações extraídas de fragmentos de proteínas com estrutura 3D conhecida busca

a construção de estruturas 3D aproximadas de proteínas.

Dentre as principais objetivos e contribuições almejadas com a realização deste trabalho é

possível citar:

• A proposta e desenvolvimento de um novo algoritmo para, a partir da seqüência de ami-

noácidos de uma proteína-alvo, produzir com o mínimo esforço computacional, estruturas

3D aproximadas de proteínas;

• O estudo e utilização de técnicas de agrupamento para manipular dados de proteínas com

estrutura 3D conhecida experimentalmente;

• O estudo e desenvolvimento de formas de representação da estrutura 3D de proteínas na

forma de intervalos de variação angular;

• O desenvolvimento de técnicas para redução de intervalos das estruturas 3D representadas

na forma de intervalos de variação angular;

• A realização de experimentos utilizando o método desenvolvido na predição da estrutura

3D aproximada de diferentes classes de proteínas.

1.4 Organização do trabalho

Esta dissertação está organizada em seis capítulos. O primeiro, compreendendo este capí-

tulo, apresenta a justificativa, a motivação e os objetivos com a realização deste trabalho de

pesquisa. No Capítulo 2 é realizada uma breve introdução à Bioinformática Estrutural, aos con-

ceitos básicos sobre proteínas, aminoácidos, ligações peptídicas, níveis hierárquico estruturais

de proteínas e banco de dados de estruturas.

No Capítulo 3 são apresentadas as principais metodologias para prediçãoin sílico da estru-

tura 3D de proteínas. No Capítulo 4 é apresentada uma nova proposta para prediçãoin sílicoda

estrutura 3D aproximada de proteínas e polipeptídeos modelando e representando uma cadeia

polipeptídica em termos de intervalos. No Capítulo 5 são apresentados os experimentos realiza-

dos utilizando o método de predição desenvolvido. Finalmente no Capítulo 6 são apresentadas

as considerações finais sobre o trabalho realizado e as perspectivas para trabalhos futuros.
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2 As proteínas

2.1 Introdução

As proteínas (polipeptídeos) são macromoléculas envolvidas na maior parte das transfor-

mações moleculares em uma célula viva. Quimicamente as proteínas são biopolímeros lineares

formados por um alfabeto de 20 tipos diferentes de aminoácidos. A seqüência de aminoácidos,

ou estrutura primária, forma, através de um processo de condensação, a cadeia polipeptídica da

proteína. A ligação CO-NH resultante, uma ligação amida, é conhecida como ligação peptídica.

Esta cadeia polipeptídica quando em condições fisiológicas (ambiente nativo), adota uma única

estrutura tridimensional (3D) ou conformação nativa. Isto é, quando uma proteína é sintetizada

ela se dobra para que parte da cadeia principal e da lateral, fundamentais para desempenhar a

sua função, sejam postas em posição geométrica precisa. Esta dobra nativa, adotada pela cadeia

polipeptídica, não sofre variação [29], sendo única para uma dada seqüência de aminoácidos.

A estrutura nativa determina a função bioquímica específica da proteína na célula [6,10], a qual

pode ser de catálise, de ligação, de transporte, entre outras [10]. Conhecer a estrutura 3D da

proteína implica em também conhecer a sua função. A partir deste conhecimento é possível

influênciar, através do desenvolvimento de compostos químicos, fármacos ou drogas, a ação

que a proteína exerce no organismo.

Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteína pode ser obtida através de técnicas de

cristalografia por difração de raio X ou de ressonância magnética nuclear (NMR) [6, 91]. No

entanto, o elevado custo e o alto grau de complexidade se apresentam como fatores negati-

vos destas técnicas. Estes, motivaram a realização de novos estudos para desenvolvimento de

técnicas que pudessem predizer de forma eficaz e eficiente a estrutura 3D de uma proteína.

O processo pelo qual uma seqüência de aminoácidos atinge sua conformação em estado na-

tivo é chamado de enovelamento ou dobramento [10]. A seqüência de aminoácidos e o ambiente

em que estes estão inseridos são os fatores que, durante o processo de enovelamento, fazem com

que a proteína assuma determinada conformação. Experimentos realizados por Anfinsen [4] de-

monstraram que a molécula de uma proteína quando desnaturada1 (estado desenovelado) por

rompimento das condições em seu ambiente pode enovelar-se novamente em sua estrutura na-

tiva quando as condições fisiológicas são restauradas. A partir desta constatação, assume-se que

a seqüência de aminoácidos contém toda a informação necessária para determinar a estrutura

1Proteína desnaturada: quando aquecidas ou sujeitas a fortes ácidos ou bases, as proteínas perdem a sua estru-
tura terciária específica e podem formar coágulos insolúveis. A perda da estrutura resulta na perda da função.
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nativa da proteína. Buscou-se então, o desenvolvimento de técnicas que pudessem para uma

dada seqüência de aminoácidos, determinar a estrutura nativa e funcional da proteína corres-

pondente. A computação, com seu crescimento, motivou a pesquisa e o desenvolvimento de

algoritmos que podussem realizar tal tarefa. O problema da predição da estrutura 3D de uma

proteína, somente a partir da seqüência de aminoácidos, tornou-se então um dos principais e

maiores problemas ainda não resolvidos da biologia molecular estrutural [10] e da Bioinformá-

tica. As principais metodologias para prediçãoin sílico da estrutura 3D de uma proteína são

descritas em capítulo à parte (Capítulo 3).

Este capítulo, tem como principal objetivo, realizar uma breve descrição dos conceitos bási-

cos sobre estrutura de proteínas, os quais, servirão de apoio para o entendimento dos capítulos

seguintes. São apresentadas as proteínas, seus elementos constituíntes: os aminoácidos, seu

processo de formação: a ligação polipeptídica, seus níveis estruturais: estrutura primária, estru-

tura secundária, estrutura terciária e estrutura quaternária, e os banco de dados que armazenam

informações estruturais de proteínas (PDB).

2.2 Aminoácidos

Os aminoácidos são as unidades básicas que formam as proteínas. Um aminoácido é quimi-

camente composto por um átomo de carbono denominado Cα, o qual possui quatro diferentes

ligantes: um grupo amino (-NH2), um grupo carboxílico (-COOH), um átomo de hidrogênio

(H) e um grupo orgânico R também chamado de cadeia lateral ou radical livre. A Figura 1

apresenta a estrutura química padrão de um aminoácido.

Figura 1 – Representação gráfica da estrutura química de um aminoácido: C (carbonoα), COOH (grupo

carboxílico), H2N (grupo amino), H (átomo de hidrogênio), R (cadeia lateral ou radical livre).

Existem 20 tipos diferentes de aminoácidos que se diferenciam por suas cadeias laterais.

Estas, podem possuir apenas alguns átomos ou anéis aromáticos complexos. O grupo R de

cada aminoácido caracteriza as suas propriedades físico-químicas [91]. Os aminoácidos, por

convenção internacional, são identificados por abreviações de três letras (derivadas do seu nome
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em inglês) ou por um símbolo de uma letra [49]. A Tabela 1 relaciona os 20 aminoácidos

existentes e seu respectivo código abreviado de três letras e o símbolo de uma letra.

Tabela 1: Relação dos 20 aminoácidos e seus respectivos códigos de três e de uma letra.

Aminoácido Código de 3 letras Código de 1 letra

Ácido Aspártico ASP D

Ácido Glutâmico GLU E

Alanina ALA A

Arginina ARG R

Asparagina ASN N

Cisteína CYS C

Fenilalanina PHE F

Glicina GLY G

Glutamina GLN Q

Histidina HIS H

Isoleucina ILE I

Lisina LYS K

Leucina LEU L

Metionina MET M

Prolina PRO P

Serina SER S

Tirosina TYR Y

Treonina THR T

Triptofano TRP W

Valina VAL V

Em um cadeia polipeptídica2, a região N-terminal é aquela que possuí um grupo amino livre

e a região C-terminal é aquela que possuí na cadeia polipeptídica um grupo carboxílico livre.

Peptídeos e polipeptídeos serão abordados nas seções seguintes.

Os aminoácido podem ser classificados pela natureza química de seus grupos R. Segundo

Lehninger [49], os aminoácidos podem ser divididos em cinco classes: grupos R apolares e ali-

fáticos (1), grupos R aromáticos (2), grupos R não-carregados e polares (3), grupos R carregados

positivamente ou básicos (4) e grupos R carregados negativamente ou ácidos (5). Conhecer as

propriedades fisico-químicas de cada aminoácido é fundamental para entender a bioquímica

das proteínas. Estas propriedades são importantes, pois são elas que contribuem para que uma

proteína encontre a sua estabilidade fisico-química representando o seu estado nativo.

2A cadeia polipeptídica é formada pela combinação linear de vários aminoácidos através de uma ligação
peptídica.
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2.2.1 Grupos R apolares e alifáticos

A primeira classe compreende os aminoácidos com cadeia lateral estritamente hidrofóbica

e apolar, isto é, que não se dissolve em água. Esta classe engloba os aminoácidos: alanina

(ala), valina (val), leucina (leu), isoleucina (ile), glicina (gly) e prolina (pro). A cadeia lateral

destes aminoácidos contribuí para a estabilização da estrutura da proteína pela promoção de

interações hidrofóbicas em seu interior [49]. A glicina (gly), apesar de ser um aminoácido

apolar, não contribuí efetivamente para a existência de interações hidrofóbicas. O grupo amino

secundário dos resíduos da prolina é mantido em uma conformação rígida que leva à redução da

flexibilidade estrutural de regiões polipeptídicas em que este aminoácido ocorre [49]. A Figura

2 apresenta a estrutura química dos aminoácidos classificados como apolares e alifáticos.

Figura 2 – Representação química dos aminoácidos apolares e alifáticos: o grupamento R dos aminoá-

cidos alanina (ala), valina (val), leucina (leu), isoleucina (ile), metionina (met), glicina (gly) e prolina

(pro) aparece destacado.

2.2.2 Grupos R aromáticos

A segunda classe de aminoácidos compreende os aminoácidos que podem participar de

interações hidrofóbicas. São eles: a fenilamina (phe), a tirosina (tyr) e o triptofano (trp). Estes

aminoácidos com suas cadeias laterais aromáticas são relativamente apolares ou hidrofóbicos

[49]. A Figura 3 apresenta a estrutura química dos aminoácidos classificados como aromáticos.

Figura 3 – Representação química dos aminoácidos aromáticos: o grupamento R dos aminoácido fenila-

mina (phe), tirosina (tyr) e triptofano (trp) aparece destacado.
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2.2.3 Grupos R não carregados e polares

A terceira classe de aminoácidos abrange os aminoácidos não carregados, mas polares. Fa-

zem parte deste grupos a serina (ser), a treonina (thr), a cisteína (cys), a asparagina (asn) e a glu-

tamina (gln). Estes aminoácidos são mais solúveis em água do que os aminoácidos não-polares,

isto porque contêm grupos funcionais que formam ligações de hidrogênio com a água [49].

A Figura 4 apresenta a estrutura química dos aminoácido com grupamento R não carregado e

polar.

Figura 4 – Representação química dos aminoácidos não carregado e polares: o grupamento R dos ami-

noácidos serina (ser), treonina (thr), cisteína (cys), asparagina (asn) e glutamina (gln) aparece destado.

2.2.4 Grupos R carregados positivamente ou básicos

Os grupamentos R mais hidrofílicos são aqueles que são positivamente ou negativamente

carregados. Os aminoácidos pertencentes a quarta classe são aqueles nos quais os grupos R têm

uma carga positiva líquida em pH 7 [49]. Esta classe abrange os aminoácidos como a lisina (lis),

a arginina (arg) e a histidina (his). A Figura 5 apresenta a estrutura química dos aminoácidos

com grupamento R carregado positivamente.

Figura 5 – Representação química dos aminoácidos básicos: o grupamento R dos aminoácidos lisina

(lys), argenina (arg) e histidina (his) aparece destacado.
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2.2.5 Grupos R carregados negativamente ou ácidos

Os aminoácidos que possuem o grupamento R com uma carga negativa em pH 7 pertencem

à quinta classe. Fazem parte desta classe os aminoácidos conhecidos como ácido aspártico e

ácido glutâmico. A Figura 6 apresenta a estrutura química dos aminoácidos com grupamento R

carregado negativamente.

Figura 6 – Representação química dos aminoácidos carregados negativamente: a cor verde destaca o

grupamento R dos aminoácidos ácido aspártico (asp), ácido glutâmico (glu).

2.3 Ligações peptídicas e polipeptídeos

Os aminoácidos, durante a síntese das proteínas, se ligam covalentemente de forma seqüen-

cial, formando um polímero ou cadeias polipeptídicas. Esta ligação recebe o nome de ligação

peptídica e se forma entre o átomo de carbono (C) do grupo carboxílico de um aminoácido e o

átomo de nitrogênio (N) do grupo amina de outro aminoácido. Os elementos que compõem a

água são removidos como um co-produto da reação. A água (H2O) se forma a partir do -OH

do grupo carboxila de um dos aminoácidos e de um átomo de H do grupo -NH2 do outro ami-

noácido. A Figura 7 esquematiza a formação de uma ligação peptídica entre dois resíduos de

aminoácidos3.
3Resíduo de aminoácido: devido à desidratação ocorrida com a ligação de dois aminoácidos, estes passam a

ser chamados de resíduos (sobras) de aminoácidos.
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Figura 7 – Ligação peptídica: representação esquemática do processo de formação de uma ligação pep-

tídica entre dois resíduos de aminoácidos.

2.3.1 Propriedades das ligações peptídicas: torções da cadeia principal

Quando ocorre a ligação de muitos aminoácidos, o polímero resultante recebe o nome de

polipeptídeo. A repetição do conjunto -N-Cα-C- em uma proteína é chamado de cadeia princi-

pal da proteína (oubackboneem inglês). Este padrão se repete ao longo da cadeia polipeptídica

sem sofrer alterações. A direção da cadeia polipeptídica é determinada a partir do grupo amino

terminal (grupo N-terminal) até o grupo carboxila terminal (grupo C-terminal) em um polipep-

tídeo.

A ligação C-N tem um caráter parcial de dupla ligação, com o átomo de N alcançando uma

carga positiva parcial e o O uma carga negativa parcial, não permitindo que a molécula nor-

malmente gire sobre esta ligação. A rotação somente é permitida sobre as ligações N-Cα e

Cα-C. Desta forma o esqueleto da cadeia polipeptídica pode ser representando como uma série

de planos rígidos com planos consecutivos compartilhando um ponto em comum de rotação em

Cα. Esta ordenação planar e rígida é o resultado da estabilização por ressonância da ligação

peptídica. Isso impõem restrições importantes no número de conformações que uma proteína

pode adotar. A Figura 8 representa os planos sucessivos da cadeia principal de um polipeptídeo.
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Figura 8 – Estrutura planar de um polipeptídeo: representação gráfica do esqueleto do polipeptídeo

representado como uma série de planos sucessivos (Figura adaptada de [49]).

A rigidez e a planaridade de uma ligação peptídica é representada pelo ângulo diedroω

(ômega). A rotação em torno da ligação entre o carbono (C) da carboxila e o nitrogênio (N)

da amina define o ângulo omega (ω). Este ângulo não é livre para rotacionar. Devido a esta

restrição, o ânguloω tem suas liberdades de torção variando próximas a 0◦(cis) ou a 180◦(trans).

A ligação entre o N e o Cα forma o ânguloφ e a ligação entre o Cα e o C da carboxíla forma

o ânguloψ. São os ângulosφ eψ os maiores responsáveis pelas torções da cadeia principal de

uma proteína.

Quando os ângulosφ e ψ são fixados em 180◦, o polipeptídeo adota uma conformação

totalmente extendida [49]. A conformação de uma proteína pode ser representada unicamente

pelos seus ângulos de torção (φ, ψ e ω) da cadeia principal. A Figura 9 representa a cadeia

principal de um polipeptídeo destacando os seus ângulos de torção.

Figura 9 – Representação esquemática de um modelo de peptídeo identificando os ângulos de torçãoφ,

ψ eω da cadeia principal.

Os ângulos diedrosφ, ψ e ω formam um tripleto de ângulos de torção, porém o dupleto

formado pelos ângulosφ eψ é o que contribuí efetivamente, devido às suas liberdades, para as

conformaçãoes da cadeia principal.
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2.3.2 Ângulos de torção da cadeia lateral

As cadeias laterais também possuem ângulos de torção. Os ângulos de torçãoχ das ca-

deias laterais ocorrem em número diferente e dependem exclusivamente do tipo de resíduo de

aminoácido presente no polipeptídeo. Estes ângulos não interferem drasticamente na confor-

mação assumida pela cadeia principal do polipeptídeo, porém contribuem para a estabilidade

da molécula e a formação de ligações de hidrogênio4. Cadeias laterais com ângulos de torção

χ incorretos podem causar choques estereoquímicos entre átomos da cadeia principal e átomos

da cadeia lateral ou mesmo entre átomos de cadeias laterais vizinhas. E isto, pode contribuir

para que a proteína assuma uma conformação incorreta.

A Tabela 2 apresenta o número de ângulos de torçãoχ de cada um dos 20 resíduos de

aminoácidos existentes.

Tabela 2: Número de ângulosχ presente em cada resíduo de aminoácido.

Resíduos Número de ângulos χ

GLY, ALA, PRO Cadeia principal

SER, CYS, THR, VAL χ1

ILE, LEU, ASP, ASN, HIS, PHE, TYR, TRP χ1, χ2

MET, GLU, GLN χ1, χ2, χ3

LYS, ARG χ1, χ2, χ3, χ4

2.3.3 Mapa de Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran

Os ângulosφ e ψ podem ter qualquer valor entre -180◦e +180◦, porém, muitas combina-

ções deφ e ψ são proibidas por interferências estéricas entre átomos no esqueleto principal

da cadeia polipeptídica e entre átomos da cadeia lateral dos aminoácidos. Os valores permiti-

dos e proibidos para os ângulos de torçãoφ e ψ são graficamente demonstrados pelo mapa de

Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran [74], ou simplesmente mapa de Ramachandran.

A Figura 10 apresenta o mapa de Ramachandran, destacando as regiões permissíveis para

a combinação dos ângulosφ e ψ. Conforme será discutido nas seções seguintes, as regiões no

mapa de Ramachandran representam, em termos de enovelamento, padrões de torção da cadeia

polipeptídica (folhasβ, hélicesα).

4Ligações de hidrogênio: surgem quando dois grupos polares interagem. Os dois grupos polares devem ser de
tipos específicos, isto é, um deve ser doador de próton e outro deve ser aceptor de próton.
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Figura 10 – Mapa de Ramachandran: a região mais favorável é apresentada em vermelho, a região

permitida é apresentada em amarelo, a região ainda aceitável é apresentada em amarelo claro e a região

não permitida em branco. A região em vermelho no canto superior esquerdo representa a região de folhas

β paralelas e anti-paralelas. A região em vermelho no centro esquerdo, e no centro direito representam a

região de hélicesα a direita e a esquerda respectivamente (modelo adotado por Thornton e colaboradores

[48]).

2.4 Níveis de organização estrutural

Para facilitar a tarefa de descrever e entender a estrutura de uma proteína, a mesma é estu-

dada em 4 níveis hierárquico estruturais: a estrutura primária, a estrutura secundária, a estrutura

terciária e a estrutura quaternária [49]. Cada um destes níveis estruturais é apresentado e discu-

tido nas próximas seções.

2.4.1 Estrutura primária

A estrutura primária de uma proteína é descrita por sua seqüência linear de resíduos de

aminoácidos. Cada aminoácido se liga à outro aminoácido através de uma ligação peptídica

(Seção 2.3). O início da estrutura primária de uma proteína corresponde a sua região N-terminal

e o final da estrutura primária é determinada pela região C-terminal (Figura 7).
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Figura 11 – Representação esquemática da estrutura primária de uma proteína. As regiões destacadas

representam a cadeia lateral do polipeptídeo.

2.4.2 Estrutura secundária

Apesar das proteínas serem polímeros lineares, as estruturas das mesmas não são aleató-

rias, ou seja, elas apresentam em alguns casos certa regularidade. São arranjos particularmente

estáveis de resíduos de aminoácidos formando padrões estruturais ou regulares. São estas con-

formações regulares do polipeptídeo que representam a estrutura secundária da proteína. A

regularidade na conformação espacial é mantida graças às interações intermoleculares (liga-

ções de hidrogênio) entre os hidrogênios dos grupos amino e os átomos de oxigênio dos grupos

carboxílicos de outros aminoácidos. Alguns tipos de estruturas secundárias são particularmente

estáveis e de alta freqüência em proteínas. As conformações mais proeminentes são as hélices

α e as folhasβ. Além destas, há também, estruturas irregulares tal como, a volta e a alça. Estas

estruturas irregulares, são estruturas aleatórias que tem a função de fazer a conexão entre as

estruturas secundárias regulares.

A seguir são descritas em maiores detalhes cada uma das estruturas secundárias:

Hélice α: em uma cadeia polipeptídica, o grupo NH da cadeia principal pode formar uma

ligação de hidrogênio com o grupo CO do quarto aminoácido mais próximo, a repetição i→ i+4

define um padrão regular conhecido como héliceα [50, 71]. As hélicesα possuem em média

3,6 resíduos de aminoácidos por volta. A estrutura é estabelizada por uma ligação de hidrogênio

ligando o átomo de nitrogênio de uma ligação peptídica e o átomo de oxigênio da carbonila do

quarto aminoácido da região N-terminal, daquela ligação peptídica [49]. Cada volta sucessiva

de héliceα é presa às voltas adjacentes por três ou quatro ligações de hidrogênio. São estas

ligações de hidrogênio, que quando combinadas, garantem a estabilidade da estrutura helicoidal

(Figura 12B).
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Os resíduos de aminoácidos da estrutura regular em forma de héliceα têm seus ângulos

diêdros (φ e ψ) variando no mapa de Ramachandran em torno de -30◦a -120◦paraφ e -60◦a

20◦paraψ (Figura 10). A Figura 12A apresenta uma héliceα representada pelo arranjamento

dos átomos de sua cadeia principal. A Figura 12B apresenta uma héliceα representada através

dos átomos de sua cadeia principal juntamente com a sua representação na forma deribbon 5.

Diferentes seqüências de aminoácidos têm propriedades diferentes para formar hélicesα.

Estas propriedades resultam do formato de sua cadeia lateral [10]. Os resíduos de aminoácidos

como a metionina, a alanina, a leucina, a glutamina e a lisina são mais propícias a formar hélices

α. Os resíduos de aminoácidos glicina, serina, prolina e tirosina geralmente não participam da

formação de hélicesα [10]. A glicina tende a interromper a regularidade presente em uma es-

trutura em forma de héliceα devido a sua grande flexibilidade conformacional. A prolina tende

a quebrar ou torcer helicesα devido ao fato de não poder formar uma ligação de hidrogênio

e por interferência estérica da sua cadeia lateral [49]. O número de aminoácidos presentes em

uma héliceα é bastante variável e pode estar no intervalo de 5 à 40 resíduos de aminoácidos,

sendo mais freqüente hélicesα com 10 resíduos de aminoácidos [71].

Figura 12 – Representação gráfica da estrutura secundária regular do tipo héliceα: (A) uma héliceα

vista através dos átomos de sua cadeia principal, (B) uma héliceα vista através dos átomos de sua cadeia

principal e através de sua representação do tiporibbon. As linhas tracejadas representam as ligações de

hidrogênio.

Folha β: no segundo tipo de estrutura secundária, o esqueleto da cadeia polipeptídica é

estendido em ziguezague em vez de uma estrutura helicoidal como nas hélicesα. Quando as

cadeias polipeptídicas estão arranjadas lado a lado formam uma estrutura que se assemelha

a uma série de fitas, trata-se da folhaβ [49]. Neste arranjo, as ligações de hidrogênio são

formadas entre segmentos adjacentes da cadeia polipeptídica. No mapa de Ramachandran, as

estruturas secundárias em forma de folhaβ ocupam a região que varia de -180◦a -45◦paraφ e

45◦a 225◦paraψ (Figura 10).

As cadeias polipeptídicas adjacentes em uma folhaβ podem ser paralelas ou antiparalelas.

5Representação na forma deRibbon: a proteína é representada como uma superfície lisa e densa.
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Nas folhas paralelas o sentido da folha é da região N-terminal para a região C-terminal. Nas

folhas antiparalelas, o sentido da folha é da região C-terminal para a região N-terminal. Os

padrões das ligações de hidrogênio das folhas paralelas e antiparalelas são diferentes [70]. A

Figura 13A apresenta uma folhaβ paralela através dos átomos de sua cadeia principal. A Figura

13B mostra a representação do tiporibbon de uma folhaβ paralela. A Figura 14A apresenta

uma folhaβ antiparalela através dos átomos de sua cadeia principal. A Figura 14B mostra a

representação do tiporibbonde uma folhabeta antiparalela.

Figura 13 – Representação gráfica da estrutura secundária regular do tipo folhaβ paralela: (A) uma folha

β paralela através dos átomos de sua cadeia principal, (B) uma folhaβ paralela através dos átomos de sua

cadeia principal juntamente com a sua representação do tiporibbon. As linhas tracejadas representam as

ligações de hidrogênio.

Figura 14 – Representação gráfica da estrutura secundária regular do tipo folhaβ antiparalela: (A) uma

folhaβ antiparalela através dos átomos de sua cadeia principal, (B) uma folhaβ antiparalela através dos

átomos de sua cadeia principal juntamente com a sua representação do tiporibbon. As linhas tracejadas

representam as ligações de hidrogênio.
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Voltas e alças: O terceiro tipo de estrutura trata de uma estrutura secundária irregular,

denominada por volta ou dobras. As voltas são formadas em regiões onde o polipeptídeo muda

a sua direção, ou seja, após uma estrutura secundária regular em forma de héliceα e folhasβ.

As voltas são os elementos estruturais que unem sucessivas estruturas secundárias regulares. A

Figura 15A, apresenta uma volta. Esta volta tem um tamanho maior quando comparada com a

alça da Figura 15B.

Por serem estruturas irregulares não existe uma região específica para voltas no mapa de

Ramachandran. A combinação de ângulosφ eψ podem ocupar qualquer região neste mapa de

Ramachandran, isto incluí regiões de folhasβ, de hélicesα. Devido a esta particularidade, as

voltas são difíceis de serem preditas por métodos computacionais (conforme será discutido nos

capítulos seguintes).

Figura 15 – Representação gráfica de estruturas secundárias irregulares e aleatórias: (A) representa uma

volta, (B) representa uma alça.

2.4.3 Estrutura terciária

A estrutura terciária de uma proteína é representada pela distribuição de suas estruturas se-

cundárias no espaço 3D. A forma tridimensional assumida pela proteína é também chamada de

estrutura nativa da proteína ou estrutura funcional. A estrutura nativa da proteína tem como prin-

cipal fator de formação a variação dos fatores termodinâmicos, ou seja, interações covalentes,

ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, interações hidrofílicas, interações eletrostáti-

cas, forças de van der Walls e forças repulsivas [29].

Através da estrutura terciária de uma proteína é possível analisar ou prever a função que

a mesma exerce no organismo. É possível, através de seu estudo, identificar o sítio ativo de

enzimas, sítios de ligação em um receptor, ou um local de recombinação para a ação de outra

proteína [49].
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A Figura 16A, apresenta a estrutura terciária da Crambina6 [90] (código PDB: 1CRN), com-

posta por 2 estruturas secundárias em forma de héliceα e duas estruturas em forma de fitasβ

formando uma folhaβ atiparalela, conectadas por estruturas irregulares do tipo volta [64]. A Fi-

gura 16B apresenta a estrutura terciária de um peptídeo de escorpião [9] (código PDB: 1ACW),

composta por uma estrutura regular em forma de héliceα e uma folhaβ atiparalela, conectadas

por estruturas irregulares do tipo volta [64].

Figura 16 – Representação do tipoRibbonde estruturas terciárias. (A) apresenta a estrutura terciária

da proteína Crambina, cujo código PDB é 1CRN; (B) apresenta a estrutura terciária do peptídeo de

escorpião, cujo código PDB é 1ACW. As pontes de sulfeto formadas entre os resíduos de aminoácido

CIS10 e CIS26, CIS06 e CIS24 e CIS3 e CIS19 da proteína Crambina e as cadeias laterais e a cadeia

principal de ambas as proteínas não são mostradas para facilitar a visualização.

A estrutura terciária de uma proteína está relacionada com a sua topologia (ou enovela-

mento). A topologia de uma proteína é dada pelo tipo de sucessão de estruturas secundárias que

estão conectadas e a partir da forma na qual estas estruturas estão organizadas no espaço 3D. A

Seção 2.5 apresenta as diferentes classes de topologias.

2.4.4 Estrutura quaternária

Uma proteína pode apresentar diversas cadeias (ou subunidades) polipeptídicas formando

uma estrutura quaternária. A estrutura quaternária de uma proteína é o arranjamento de vá-

rias estruturas terciárias. Esta estrutura é mantida pelas mesmas forças que determinam as

estruturas secundárias e terciárias (ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, interações

hidrofílicas). A Figura 27 apresenta a estrutura quaternária da Hemoglobina [45] (código PDB:

1A00).

6Crambina: pequena proteína globular presente em sementes de plantas.
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A estrutura quaternária da Hemoglobina apresenta 4 cadeias: A, B, C e D. Cada uma destas

subunidades é uma estrutura em nível terciário.

Figura 17 – Representação do tipoRibbonda estrutura quaternária da Hemoglobina (Codigo PDB: 1A00

[45]) sem o grupo Heme, identificando as suas quatro subunidades. Roxa: subunidade A da hemoglobina,

amarelo: subunidade B da hemoglobina, verde: subunidade C da hemoglobina, vermelho: subunidade D

da hemoglobina.

2.5 Classificação de estruturas de proteínas

As proteínas podem ser agrupadas e classificadas segundo seus padrões de enovelamento

[51]. Entre proteínas com padrões de enovelamento similar, existem famílias que compartilham

características em suas estruturas, seqüências e funções [51]. A classificação mais geral de

famílias de estruturas de proteínas é baseada nas suas estruturas secundárias e terciárias:

• Héliceα: estrutura secundária composta totalmente ou em sua maioria por hélicesα;

• Folhaβ: estrutura secundária composta totalmente ou em sua maioria por folhasβ;

• α + β: hélicesα e folhasβ separadas em partes diferentes da molécula; ausência da

estrutura supersecundáriaβ-α-β;

• α/β: hélices e folhas dispostas a partir de unidadesβ-α-β;
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• α/β linear: uma linha passando pelos centros das fitas das folha é aproximadamente li-

near;

• Barril α/β: uma linha passando pelos centros das fitas da folha é aproximadamente cir-

cular.

Existem diversos bancos de dados que realizam a classificação e o agrupamento das estru-

turas de proteínas. São exemplos: o SCOP [64], o CATH [67] e o FSSP/DDD [36].

2.6 Determinação experimental da estrutura 3D das proteínas

A estrutura 3D de uma proteína pode ser obtida, experimentalmente, através de técnicas de

cristalografia por difração de raio X ou por ressonância magnética nuclear (NMR). A crista-

lografia por difração de raio X é o mais antigo e mais preciso método para determinação da

estrutura de uma proteína. A técnica permite determinar a estrutura 3D de proteínas, não exis-

tindo limites para o tamanho das moléculas em estudo, porém, as amostras (cristais) sofrem

com danos causados pela radiação aplicada, não podendo ser analisada a dinâmica das intera-

ções entre proteínas, substratos e solventes [6]. A ressonância magnética nuclear, por sua vez,

é uma técnica mais nova, apresentando vantagens referentes a possibilidade de estudo da estru-

tura e da dinâmica da molécula em estado líquido ou em um ambiente fisiológico. A principal

desvantagem dos métodos experimentais para a determinação da estrutura 3D de proteínas está

relacionada ao alto custo dos experimentos e ao elevado grau de complexidade. Isto, motivou

ciêntistas da computação, físicos, biólogos e matemáticos a trabalharem no desenvolvimento

de novas metodologias que pudessem predizer de forma correta a estrutura terciária de uma

proteína, dada unicamente a sua seqüência de aminoácidos. No Capítulo 3 são abordadas as

principais metodologias para a prediçãoin sílico da estrutura 3D de polipeptídeos.

2.7 Banco de dados de estruturas de proteínas

Os bancos de dados estruturais são a base da Bioinformática Estrutural, pois fornecem os

ingredientes para a predição, a análise e o estudo da estrutura de biomoléculas. O mais conhe-

cido banco de dados de estruturas 3D de proteínas é oProtein Data Bank(PDB) [8], o qual

tem como principal propósito armazenar, organizar e distribuir estruturas de macromoléculas.

O PDB não é o único banco de dados de informações estruturais de proteínas, existem ainda ou-

tras bases de dados que organizam e distribuem este tipo de informações. São exemplos destas

bases de dados: EMBL (banco de dados de estruturas de proteínas localizado na europa) [93]

e PDBj (banco de dados de estruturas localizado no japão). Esforços entre pesquisadores do
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PDB, EMBL e PDBj estão sendo realizados para criar um banco de dados único de estruturas

3D para a comunidade de pesquisadores, trata-se do wwPDB [7].

A possibilidade de acesso a informações sobre a estrutura de proteínas é uma peça chave

nos métodos de predição de estruturas 3D de proteínas. Estes utilizam as informações destas

bases para busca de padrões, construções de modelos e validação das estruturas 3D preditas.

2.7.1 Biliotecas de rotâmeros

As bibliotecas de rotâmeros são conjuntos de ângulos diedros usados especificamente para a

otimização das posições dos ângulos diedros das cadeias laterais. Uma biblioteca de rotâmeros

é constituída a partir de informações das torções de estruturas semelhantes, obtidas experimen-

talmente. Devido a restrições estéricas nas torções dos ângulosχ da cadeia lateral, as cadeias

laterais dos aminoácidos de um polipeptídeo assumem apenas algumas conformações [29].

As bibliotecas de rotâmeros podem ser dependentes ou independentes da estrutura primá-

ria da proteína. As bibliotecas independentes classificam todos os valores de ângulosχ de um

determinado aminoácido sem considerar se o mesmo ocorre em uma estrutura regular de hé-

lice α ou folhaβ. Em contrapartida as bibliotecas dependentes classificam os aminoácidos de

acordo com a sua presença em estruturas secundárias regulares. A biblioteca mais comum e

mais utilizada é a biblioteca de rotâmeros de Dunbrack [22].

2.8 Resumo do capítulo

Neste Capítulo foram apresentados os conceitos básicos da Bioinformática Estrutural. De

forma mais detalhadas foram discutidas as proteínas, as suas unidades básicas (os aminoácidos),

a formação de cadeias polipetídicas e os níveis hierárquico estruturais em que as proteínas são

estudadas. Foram também apresentados os banco de dados de estruturas de proteínas e as

biliotecas de rotâmeros.

Este capítulo serve como base para a compreensão dos demais tópicos desta Dissertação.

No capítulo 3 são abordadas as principais metodologias para prediçãoin sílico da estrutura 3D

de proteínas.
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3 Prediçãoin sílico da estrutura tridimensional de proteínas

3.1 Introdução

A predição da estrutura tridimensional (3D) de proteínas, baseada unicamente em sua seqüên-

cia de aminoácidos, é um problema que vem, ao longo dos últimos 40 anos, desafiando cientistas

da computação, engenheiros, matemáticos e biólogos [6]. A predição do enovelamento [17] de

uma proteína é um dos maiores problemas na Bioinformática Estrutural. O principal desafio

é compreender como a informação codificada na seqüência linear de aminoácidos (estrutura

primária) traduz-se na estrutura 3D (estrutura terciária) de uma proteína, e a partir deste conhe-

cimento, desenvolver metodologias computacionais que possam predizer, de forma correta, a

estrutura nativa da proteína.

Muitas metodologias e algoritmos foram propostos ao longo dos anos como solução para

este problema complexo [12, 63, 68, 91]. Essas metodologias podem ser classificadas em dois

grandes grupos. Ao primeiro grupo pertencem os métodos de modelagem comparativa por ho-

mologia e métodos baseados em conhecimento [58]. Ao segundo grupo pertencem os métodos

ab initio e os métodosde novo[76,86], os quais possuem a capacidade de predizer novas formas

de enovelamento para proteínas que não possuem homólogas no PDB.

Na modelagem comparativa, uma seqüência alvo é alinhada contra a seqüência de uma

proteína molde com estrutura 3D conhecida e armazenada no PDB [8]. Quando a homologia

é detectada, geralmente com mais de 30% de identidade, a modelagem pode proceder reali-

zando a cópia das coordenadas 3D de um molde ou obtendo a média entre múltiplos moldes e

substituíndo estas na proteína-alvo. Ainda, é possível utilizar distâncias inter-atômicas de re-

giões de alinhamento dos moldes como restrições para a modelagem [12, 47]. A modelagem

comparativa por homologia de seqüência se apresenta como o método de predição com maior

acurácia nos resultados finais [42, 58, 91]. Em contraste, métodos baseados em conhecimento

(knowledge-based) utilizam potenciais estatísticos derivados da análise de padrões de enovela-

mento de proteínas com estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados [12].

A partir destas estatísticas, uma proteína-alvo pode ser predita mesmo não havendo estruturas

homólogas na base de dados [47]. Os métodos de reconhecimento estrutural via alinhavamento

(threading) são os melhores exemplos desta técnica [42, 91]. Estes métodos permitem a detec-

ção de homologia entre seqüências e estruturas de proteínas que não seria possível com métodos

de alinhamento par a par de seqüências, como os utilizados na modelagem comparativa por ho-

mologia.
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Os métodosab initio são fundamentados na termodinâmica e baseiam-se no fato de que a

estrutura nativa de uma proteína corresponde ao mínimo global de sua energia livre [91]. Esta

metodologia simula o espaço conformacional da proteína utilizando uma função de energia

potencial (EP), a qual descreve a energia interna da proteína e suas interações com o meio em

que está inserida. O objetivo é encontrar um mínimo global de energia livre que corresponda ao

estado nativo ou funcional da proteína [68, 91]. Técnicas estocásticas e determinísticas como

Monte Carlo e simulações por Dinâmica Molecular (DM), respectivamente, são as principais

metodologias empregadas em prediçõesab initio [68]. ROSETTA [76, 84] e LINUS [85–87]

são exemplos de métodos de prediçãode novo, os quais através de um conjunto de funções

de classificação (scoring functions) e de funções especiais para cálculo de energia potencial,

derivadas de métodos puramenteab initio, buscam a prediçãode novos enovelamentos. Os

métodosde novosão os que, atualmente, apresentam os melhores resultados em predições [63].

No entanto, estas metodologias de predição possuem limitações: métodos baseados em

modelagem comparativa por homologia somente podem realizar a predição de estruturas que

possuem seqüências idênticas ou bastante similares em um banco de dados de estruturas co-

nhecidas. Métodosde novoe métodosab initio, por sua vez, tornam possível a obtenção de

estruturas cujas formas de enovelamento ainda não são conhecidas. Entretanto, a complexidade

e o tamanho do espaço dimensional [65], mesmo para uma pequena molécula polipeptídica, tor-

nam o problema da predição intratável computacionalmente [44, 53] (Paradoxo deLevinthal),

apesar da existência de plataformas computacionais com alto poder de processamento, algumas

das quais, como a série BlueGene [2,60], custam dezenas ou até centenas de milhões de doláres.

Neste capítulo são abordadas as principais metodologias existentes para a prediçãoin sílico

da estrutura 3D de polipeptídeos. Incialmente são descritos os métodos de modelagem compa-

rativa por homologia e os métodos baseados em conhecimento. Em seguida, são descritos os

métodosde novoeab initio.

3.2 Modelagem comparativa por homologia

Na modelagem comparativa por homologia uma seqüência de resíduos de aminoácidos de

uma proteína (seqüência alvo) é alinhada contra a seqüência de aminoácidos de outra proteína

com estrutura conhecida e armazenada no PDB [8] (seqüência e estrutura-molde). Caso a

seqüência alvo seja bastante similar à seqüência de estrutura conhecida, utiliza-se esta estru-

tura como um molde para a modelagem da estrutura da proteína [42] [58].

Segundo Sternberg [89] um método de predição baseado em homologia possui seis passos

básicos:

1. Encontrar um conjunto de proteínas, determinadas experimentalmente, que são homólo-

gas à seqüência da proteína-alvo;
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2. Estabelecer um alinhamento de seqüência entre a seqüência-alvo e as proteínas com es-

truturas determinadas experimentalmente;

3. Identificar segmentos da cadeia principal da estrutura desconhecida que são conservados

em relação a estruturas conhecidas;

4. Modelar as regiões variáveis1;

5. Modelar as cadeias laterais da proteína-alvo;

6. Refinar a estrutura predita através de métodos de refinamento2, tendo como base a energia

potencial.

A técnica de modelagem comparativa por homologia pode ser aplicada toda vez que for

possível detectar uma relação evolucionária entre a proteína-alvo e a proteína-modelo, a qual,

tem a estrutura 3D conhecida [12, 42, 58]. A relação evolucionária entre proteínas é uma fator

fundamental nos métodos de modelagem comparativa por homologia, pois, parte-se do preceito

de que proteínas alvo podem ser moldadas a partir de proteínas homólogas com estrutura 3D

determinada experimentalmente. A estrutura destas proteínas são similares no sentido de que

aminoácidos com características fisico-químicas idênticas ocupam posições iguais em proteínas

homólogas. Os ângulos de torção da cadeia principal também preservam um certo padrão em

seus valores.

Segundo Tramontano [91], a análise comparativa por homologia é o método mais utilizado

para predição de estruturas de proteínas, e isto se deve a duas razões: primeiro à qualidade dos

modelos preditos, que possuem uma razoável relação evolucionária, apresentam-se com uma

acurácia maior do que aquelas produzidas com técnicas diferentes. O segundo motivo, se refere

ao fato de que a confiabilidade do modelo pode ser estimada apriori . Desta forma, é possível

estimar a qualidade da estrutura predita.

A Figura 18 esquematiza um processo típico de modelagem comparativa por homologia.

Inicialmente, seqüências similares à seqüência-alvo são coletadas usando ferramentas de busca

em banco de dados [91], tais como, FASTA [72], BLAST ou PSI-BLAST [3]. As seqüências

encontradas são realinhadas usando um programa para alinhamento múltiplo de seqüências,

como por exemplo CLUSTALW [35] ou T-COFFEE [66]. Este alinhamento entre a seqüência

da proteína-alvo e a(s) seqüência(s) de proteína(s) com estrutura(s) conhecida(s) irão formar a

base do modelo. Em seguida, procede-se construíndo a cadeia principal das regiões homólogas à

estrutura da cadeia principal de regiões divergentes e por último as cadeias laterais. A avaliação

final do modelo é feita levando-se em consideração toda a informação disponível da proteína

de interesse [91]. Segundo Baxevanis [6], o passo mais crítico na modelagem por homologia

1Região variável: região de estruturas irregulares.
2Métodos de refinamento: após a construção do modelo da proteína-alvo é necessário otimizá-lo. As interações

desfavoráveis entre átomos não-ligados, bem como as energias de ângulos torcionais e de ligação são otimizadas
por métodos de mecânica molecular.



43

é o alinhamento. Um alinhamento incorreto pode produzir um efeito de distorção dos demais

passos, gerando um modelo de estrutura final distorcido e incorreto.

Figura 18 – Representação esquemática de um processo típico de modelagem comparativa por homolo-

gia: inicialmente são identificadas proteínas-molde. Em seguida a seqüência da proteína-alvo é alinhada

contra a seqüência das proteínas-moldes e, posteriormente, um modelo é construído e validado, obtendo-

se ao final, a estrutura 3D da proteína-alvo. Caso necessário a estrutura final pode passar por um processo

de refinamento. Adaptado de [58].

Apesar da alta qualidade em suas predições, a técnica de modelagem comparativa por ho-

mologia apresenta limitações. A primeira limitação diz respeito à impossibilidade de realizar a

predição de novas formas de enovelamento. Isto é explicado pelo fato de tal metodologia estar

presa às formas de enovelamento conhecidas e armazenadas no banco de dados de estruturas

(PDB). A segunda limitação está no fato de não ser possível estudar o processo de envovela-

mento da proteína, ou seja, o caminho que a proteína percorre do seu estado desenovelado até

o seu estado enovelado e funcional (estado nativo).

3.3 Modelagem baseada em conhecimento: reconhecimento de padrões

de enovelamento via alinhavamento

Os métodos baseados em conhecimento (knowledge-based) utilizam, para realizar as suas

predições, potenciais estatísticos derivados da análise de padrões de enovelamento de proteínas
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com estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados de estruturas. Métodos

de reconhecimento de motivos estruturais via alinhavamento outhreadingsão um exemplo de

método pertencente a esta metodologia. Estes métodos se baseiam na observação de que uma

larga porcentagem de proteínas adota um número limitado de formas de enovelamento. Exis-

tem aproximadamente 10 diferentes formas de enovelamento em 50% das estruturas conheci-

das [79]. Através da detecção de similariedades estruturais, as quais não podem ser detectadas

unicamente pela similariedade entre as seqüências de aminoácidos, são construídos os mode-

los 3D. A Figura 19 esquematiza um método genérico de predição de estruturas baseado no

reconhecimento de padrões de enovelamento.

Figura 19 – Representação esquemática de um processo típico de modelagem baseada no reconhecimento

de padrões de enovelamento via alinhavamento (Threading): inicialmente é construída uma biblioteca

de enovelamentos, em seguida são construídos modelos, a energia de cada modelo é calculada e as

conformações são pontuadas (escore), os modelos são classificados (ranqueadas). Figura adaptada de

[35]

.

Inicialmente, para uma dada seqüência de resíduos de aminoácidos, é construída uma bi-

blioteca de padrões de enovelamento. Se fragmentos da seqüência da proteína-alvo se ajustam

bem à estas formas de enovelamento, é possível deduzir um alinhamento, mesmo que não haja

informação suficiente para construir um modelo 3D completo. Em um segundo momento, a

partir das informações obtidas de proteínas com estruturas conhecidas, são construídos mode-

los estruturais. Com base no valor retornado de uma função objetivo, estes modelos estruturais

são pontuados (escore). A partir da pontuação obtida por cada modelo estrutural todas as con-
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formações construídas são classificadas (ranqueadas) e o modelo 3D final é escolhido. O alinha-

vamento é freqüentemente utilizado para identificar homologias que não podem ser descobertas

por um alinhamento par a par de seqüências de proteínas.

3.4 Prediçãoab initio

Os métodosab initio são fundamentados na termodinâmica e baseiam-se no fato de que a

estrutura nativa de uma proteína corresponde ao mínimo global de sua energia livre [91]. Esta

metodologia simula o espaço conformacional da proteína utilizando uma função de energia

potencial, a qual, descreve a energia interna da proteína e suas interações com o meio em que

está inserida. O objetivo é encontrar um mínimo global de energia livre que corresponda ao

estado nativo ou funcional da proteína [68,91].

A predição de estruturas 3D de proteínas, por meio de métodosab initio, pode ser dividida

em dois sub-problemas: o primeiro diz respeito ao cálculo da energia de uma dada conformação

e, o segundo, diz respeito à estratégia de busca utilizada para encontrar todas as possíveis con-

formações [91]. O cálculo da energia potencial de uma conformação trata da representação da

conformação através de parâmetros da física clássica. A estratégia de busca representa um mé-

todo pelo qual o espaço de busca conformacional da proteína é percorrido, através de alterações

na conformação, buscando encontrar aquela que apresente a menor energia potencial [68].

Os métodosab initio conseguem prever novas formas de enovelamento, pois, não estão li-

mitados à proteínas que possuem sua estrutura já conhecida como na modelagem comparativa

por homologia e no alinhavamento. No entanto, os métodosab initio apresentam problemas no

que se refere à dimensão do espaço de busca conformacional [44, 53]. Este problema é conhe-

cido e freqüentemente referenciado por vários autores como oParadoxo de Levinthal, devido

aos estudos realizados por Cyrus Levinthal em 1968 [53], onde este verificou que é impossí-

vel, computacionalmente, reproduzir o processo de enovelamento de uma proteína, devido ao

grande número de estados conformacionais que tal molécula pode assumir.

Técnicas estocásticas e determinísticas como Monte Carlo e simulações por Dinâmica Mo-

lecular (DM), respectivamente, são exemplos de metodologias para busca de conformações

usando como parâmetro a energia potencial [68]. Nas seções seguintes serão apresentadas, bre-

vemente, um modelo de função para cálculo da energia potencial (EP) de uma conformação e

as duas metodologias para busca de conformações (Monte Carlo e DM).

3.4.1 Funções de energia potencial

A energia da conformação de uma proteína pode ser descrita através de uma função de ener-

gia potencial (EP) composta pelas interações entre átomos da proteína. Esta função é formada
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pela soma das interações covalentes e não-covalentes e pode ser descrita como:

EC =
∑

lig

Kb(bc − beq)
2 +

∑
ang

KΘ(ΘC −Θeq)
2 +

∑

die

Kφ

2
[1 + cos(nφC −Υ)]+

∑

lnc

[
Aij

r12
ij,C

− Bij

r6
ij,C

+ ke
q1q2

r2
,C

]

.

Esta função (EC) retorna o valor aproximado da energia potencial de uma conformação da

proteína, através da soma dos potenciais de ligação (lig), dos potenciais angulares (ang), po-

tenciais de torção (die) e da energia potencial dos átomos não ligados (lnc). Existem diversos

programas que foram desenvolvidos para realizar o cálculo da energia potencial de moléculas,

cada qual apresentando suas particularidades, porém seguindo a estrutura de função de energia

acima descrita. Exemplos destes softwares são: CHARMM [11, 56], AMBER [13] e GROM-

MOS [82].

A seguir é descrita cada uma das interações presentes na função de energia potencialEC .

Inicialmente são descritas as interações covalentes e em seguida as interações não-covalentes.

Interações covalentes:as ligações covalentes ocorrem quando átomos compartilham um

par de elétrons [54]. As ligações covalentes alteram a natureza dos átomos envolvidos, no

caso das proteínas, por exemplo, as ligações covalentes são responsáveis por manter unidos

um aminoácido ao outro através de ligações peptídicas da cadeia principal [29]. Fazem parte

das interações covalentes a energia potencial liberada pela ligação de dois átomos, o potencial

angular e o potencial dos ângulos diedros.

A energia potencial de uma ligação entre dois átomos pode ser descrita pela Equação 3.1.

OndeElig é a energia potencial da ligação química,b é o comprimento da ligação,beq o com-

primento de equilíbrio da ligação, eKb a constante.

Elig = Kb(b− beq)
2 (3.1)

O potencial angular é representado pela Equação 3.2. OndeEang é a energia de variação

dos ângulos de ligação.

Eang = KΘ(Θ−Θeq)
2 (3.2)

Edie é a energia potencial dos ângulos diedros, ondeN é o número de mínimos eγ o ângulo

de fase (Equação 3.3).

Edie =
N∑

n=1

Kφ[1 + cos(nφ− γ)] (3.3)
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Interações entre átomos não ligados covalentemente:são todas aquelas interações entre

átomos que não estão conectados por ligações covalentes, são forças mais fracas do que as for-

ças covalentes, porém, contribuem de forma muito expressiva para a estabilidade da molécula.

Fazem parte das interação não covalentes as forças elétrostáticas, as energias de dispersão, as

energias de repulsão (força devan der Waalls).

Nas interações eletrostáticas, um núcleo e seus elétrons interagem de acordo com a lei de

Coulomb[83], conforme descrito pela Equação 3.4. OndeFe é a força eletrostática,q1 e q2

são as cargas parciais das duas partículas, medidas em unidades chamadascoulombs (C), eke

(ke = 8, 99× 109N.m2/C2) é a constante deCoulombe r é a distância em metros. A equação

deCoulombafirma que a força de atração ou repulsão entre duas cargas (q2 e q2) é diretamente

proporcional ao produto dos valores absolutos das duas cargas e inversamente proporcional ao

quadrado da distânciar entre elas.

Fe = ke
q1q2

r2
(3.4)

As energias de dispersão são representadas pela Equação 3.5. OndeEdis é a energia de

dispersão,Bij depende do par de átomos envolvidos e é usualmente estimado empiricamente

dos dados derivados de raios X de estruturas cristalinas.

Edis = −Bij

r6
ij

(3.5)

Um outro fato que precisa ser levado em consideração é que o orbital de um átomos não

pode ser sobreposto por outro devido ao princípio de exclusão dePauli, em que o estado de

dois elétrons não podem possuir o mesmo estado quântico. Este efeito pode ser observado ao se

assumir que cada átomo é uma esfera rígida com um raio específico (o raio devan der Waalls) e

dois átomos não podem ter seus raios sobrepostos. Esta energia representa a energia de repulsão

descrita pela Equação 3.6. OndeErep é a energia de repulsão,Aij é o termo determinado

empiricamente.

Erep =
Aij

r12
ij

(3.6)

A união das forças covalentes e das forças não-covalentes representa a energia da confor-

mação da molécula em um dado momento. São estas forças as componentes de uma função de

energia potencial (EP) que descreve por meio de parâmetros da física clássica, o estado fisico-

químico da molécula. A conformação de uma proteína em seu estado nativo é aquela que possuí

a menor energia potencial livre.
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3.4.2 Métodos para busca de conformações

Diversos métodos para busca por conformações com menor energia potencial foram de-

senvolvidos nos últimos anos. Estes métodos são classificados em dois grupos: métodos es-

tocásticos e métodos determinísticos. Algoritmos baseados em técnicas estocásticas como

Monte Carlo pertencem ao primeiro grupo e métodos determinísticos, como Dinâmica Mo-

lecular (MD), pertencem ao segundo grupo.

Dinâmica Molecular: em uma simulação por DM, uma trajetória de um sistema molecular

é gerada pela solução simultânea da equação de movimento deNewtonpara todos os átomos

do sistema molecular. Cada átomo de uma proteína possui uma energia potencial e sente con-

seqüentemente uma força externa igual à derivação espacial desta energia. Através da segunda

lei deNewtoné possível calcular a força de ação de cada átomo, conforme pode ser observado

na Equação 3.7.

Fi = mi
α2x

αt2
(3.7)

A partir da força de ação de cada átomo é possível calcular a posição de cada átomo ao

longo de uma série de curtos passos de tempo, e isto, resulta numa série de estruturas ao longo

do tempo, a qual é comumente chamada de trajetória. Na prática é selecionada uma temperatura

T, a partir da qual é computada uma velocidade inicial de distribuição dos átomos conforme a

energia cinética total do sistema de acordo com a Equação 3.8.

f = (
m

2πKT
)2/3e−

mv2

2KT (3.8)

Esta equação, proporciona a fraçãof de partículas de massam e velocidadev em um

sistema com temperaturaT . Para integrar a equação deNewton, calcula-se a aceleração, a

velocidade, e a posição de cada átomo em cada passo de tempo, conforme descrito nas Equações

3.9, 3.10 e 3.11.

ai(t) =
Fi

mi

(3.9)

vi(t + ∆t) = vi(t) + ai(t)∆t (3.10)

ri(t + ∆t) = ri(t) + vi(t + ∆t)∆t (3.11)

Segundo Tramontano [91], o passo de tempo (timestep) precisa ser suficientemente pequeno

para garantir que a aceleração seja praticamente constante durante o mesmo. Simulações por
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Dinâmica Molecular a uma temperatura relativamente alta podem ser usadas para explorar uma

fração mais ampla do espaço conformacional da proteína.

Monte Carlo: métodos por DM simulam o espaço conformacional de uma proteína através

de movimentos ao longo de uma trajetória. Porém esta não é a única opção, uma outra alterna-

tiva é mover-se de uma conformação à outra por meio de amostragens de aceitação ou rejeição

da nova conformação de acordo com uma única função de energia [91]. Métodos baseados na

técnica de Monte Carlo [80] iniciam o processo de busca por conformações de menor energia

potencial, partindo de uma conformação inicial com energia potencialE e realizando alterações

na conformação obtendo novas conformações [80]. A energiaE ′ de uma nova conformação é

calculada. SeE ′ é menor queE o movimento realizado na conformação é aceito, e assim pro-

cede o processo de busca. Nos métodos de Monte Carlo aceita-se uma configuração que reduz

a energia do sistema, porém não necessariamente exclui-se as demais conformações que não

obtiveram valores de energia menores. O não descarte destes valores, fará com que, durante o

processo de busca, o método de Monte Carlo não fique preso em um mínimo local [91].

3.5 Prediçãode novo

Os métodosde novosão aqueles métodos de predição que, através de um conjunto de fun-

ções de classificação (scoring functions) e de funções especiais para cálculo de energia poten-

cial (EP), derivadas de métodos puramenteab initio, buscam a predição de novas formas de

enovelamento. Os métodosde novosão os que, atualmente, apresentam os melhores resulta-

dos nas predições realizadas no CASP3 [63]. São exemplos de métodosde novo: ROSETTA

(ROBETTA 4) [75,76,84], LINUS [85–87] e FRAGFOLD [42].

Os métodosde novobuscam realizar a predição de novas formas de enovelamento baseando-

se em moldes. Esta concepção surge a partir da observação de que quando um novo enovela-

mento é descoberto, este é composto por motivos estruturais comuns de fragmentos ou de es-

truturas supersecundárias de proteínas com estruturas conhecidas [91]. Desta forma, se existem

fragmentos da proteína que se enovelam em estruturas similares, então é possível utilizar esta

informação ou estes fragmentos na construção de novos modelos estruturais 3D de proteínas.

Esta é a base dos métodosde novobaseados em fragmentos. Nestes métodos, a conformação

de uma dada seqüência alvo é construída com base em informações extraídas de fragmentos de

proteínas com estruturas 3D conhecidas [91]. A conformação de uma proteína passa a ser vista

3CASP (Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction): evento realizado a cada dois anos
para avaliar a qualidade das predições realizadas pelos atuais métodos. O mesmo reúne vários grupos de pesquisa
que desenvolvem métodos para predições de 3D estruturas de proteínas. Atualmente o CASP está em sua sétima
edição. Maiores informações podem ser obtidas em http://predictioncenter.gc.ucdavis.edu/.

4ROBETTA (Full-chain Protein Structure Prediction Server): servidor de predição de estruturas 3D de proteí-
nas que utiliza o método ROSETTA. Disponível em: http://robetta.bakerlab.org/index.html
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como um conjunto de vários fragmentos da seqüência de aminoácidos representando motivos

estruturais diversos.

A estratégia adotada pelos métodos baseados em fragmentos é coletar as estruturas locais

assumidas por pequenos segmentos de fragmentos em estruturas 3D já conhecidas e realizar

a combinação destas estruturas locais para produzir um número de prováveis modelos 3D de

uma proteína-alvo, onde o modelo final é selecionado levando-se em consideração a energia

potencial mínima (derivada de métodosab initio) [91].

Devido ao fato de que seqüências locais semelhantes nem sempre assumem a mesma estru-

tura 3D, por motivo do efeito do grande número de interações ocorrentes na estrutura terciária

da proteína, os métodos de predição baseados em fragmentos não podem simplesmente frag-

mentar a seqüência de aminoácidos da proteína-alvo e através de consulta em bases de dados de

estruturas de proteínas-molde, obter as informações de enovelamento do fragmento em questão

e realizar a junção destes fragmentos sem nenhum critério. É necessário que sejam estabeleci-

dos critérios de relação entre fragmentos de forma que se possa determinar os fragmentos com

maior probabilidade de inserção durante a construção do modelo final da seqüência-alvo. Estes

critérios surgem da idéia de que existem interações não-covalentes entre os átomos da molé-

cula e de que desta forma uma determinada região da proteína é influenciada por interações que

ocorrem em outra região estrutural [91].

Em métodos baseados em fragmentos, a cadeia principal da proteína-alvo é enovelada atra-

vés da alteração em seus ângulos de torção com base em ângulos de estruturas de proteínas-

molde ou ainda a partir de informações de posicionamento de átomos no espaço 3D.

Um aspecto importante destes métodos de predição está relacionado à forma e aos termos

utilizados por uma função que realiza o classificação (ranqueamento) e exploração de todas as

possíveis combinações de fragmentos para construção das estruturas. A classificação dos frag-

mentos visa estabelecer uma relação de ordem no conjunto de fragmentos, buscando organizar

aqueles que são mais aptos a ocupar determinada região na cadeia principal da proteína-alvo.

Esta classificação é realizada por meio da análise do grau de similaridade entre os fragmentos

e através da análise das interações de outros fragmentos da proteína que podem influenciar na

forma que este fragmento irá enovelar-se. O método ROSETTA [75, 76, 84] utiliza um com-

plexo conjunto de funções (lista de fórmulas utilizadas pelo Método ROSETTA na tabela 1 e 2

de Baker [75]).

De forma geral, um método de predição baseado em análise e combinação de fragmentos é

composto por quatro etapas distintas onde, dada a seqüência completa de aminoácidos de uma

proteína, este procede:

• Dividindo a seqüência alvo em fragmentos;

• A partir de cada fragmento, realiza-se a busca por seqüências (dos fragmentos) similares

em um banco de dados de estruturas conhecidas;

• Os fragmentos-molde são classificados (ranqueamento);
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• A partir dos fragmentos-molde e com a utilização de uma técnica de combinação, a es-

trutura tridimensional é construída;

• A conformação é refinada.

A Figura 20 apresenta o diagrama esquemático do processo de um métodode novo.

Figura 20 – Representação esquemática de um métodode novoutilizando combinação de fragmentos: a

seqüência alvo é fragmentada, moldes são obtidos do PDB, os fragmentos são classificados, a conforma-

ção é construída e caso necessário a conformação é refinada.

Na seção seguinte são brevemente descritos os três principais métodosde novoexistentes.

3.5.1 Métodosde novo

Nesta seção são descritos brevemente os três principais métodos de predição existentes, os

quais, fazem uso da análise e combinação de fragmentos para a predição de estruturas 3D de

proteínas. O método LINUS é considerado um métodode novo, no entanto, não faz uso de

combinação de fragmentos.

Primeiramente descreve-se o método ROSETTA [75,76,84] e em seguida o método LINUS

[85–87] e, por fim, o métodoFRAGFOLG[41].

1. ROSETTA [75, 76, 84]: este método implementa um modelo de predição de enovela-

mento, onde pequenos fragmentos da cadeia principal da proteína-alvo são alterados pela

utilização de informações estruturais de proteínas-molde [12, 51]. A probabilidade de

uma conformação em particular ser assumida é baseada na similaridade entre a seqüência
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local da proteína-alvo e as proteínas-modelo. O primeiro passo do método ROSETTA

consiste em fragmentar a seqüência alvo em fragmentos com 3 e 9 resíduos aminoácidos.

Em seguida, são obtidas proteínas com seqüência homóloga no PDB. O método RO-

SETTA explora as possíveis combinações de fragmentos utilizando simulações de Monte

Carlo [75]. A função de energia possui termos que refletem a compactação, fitasβ em-

parelhadas e o isolamento interior de resíduos hidrofóbicos em proteínas [51]. O método

ROSETTA realiza 1000 simulações independentes, com a estrutura inicial selecionada

a partir do padrão de distribuição de conformações dos fragmentos, gerado previamente.

Estas estruturas geradas, são agrupadas, e aquelas conformações localizadas no centro dos

grupos maiores são as definidas como as predições da estrutura 3D da proteína-alvo [51].

Segundo [12], a principal diferencial entre o método ROSETTA e os demais métodos ba-

seados na combinação de fragmentos se encontra no seu caráter estocástico e iterativo da

utilização de múltiplos e pequenos fragmentos de proteínas diferentes para a construção

das estruturas 3D. O método ROBETTA consegue gerar estruturas de proteínas comple-

tamente desconhecidas graças a forma que trata a inserção e a busca de partes da estrutura

que não são conhecidas. Atualmente, ROSETTA é o método de predição que apresentou

os melhores resultados no CASP. Na versão do CASP VII (2006), o método ROSETTA,

para proteínas de até 200 resíduos de aminoácidos, obteve-se resultados de RMSD entre

o Cα da estrutura predita e da estrutura experimental, na faixa de 1.40Åà 5.10Å(Figura 5

- Examples of successful free modelling predictionsencontrada em [19]).

2. LINUS [85–87]: este método se baseia no fato de que as proteínas estão organizadas hi-

erarquicamente. A formação destas hierarquias sugere que cadeias de regiões vizinhas

interagem entre si para formar módulos primitivos de enovelamento. O enovelamento

da proteína ocorre através de uma condensação hierárquica. Nesta condensação a estru-

tura secundária da proteína é codificada em quatro categorias: héliceα, folha β, alça e

volta. Um enovelamento complexo pode ser decomposto utilizando estes quatro elemen-

tos base. LINUS, inicia a predição da estrutura terciária da proteína-molde com a cadeia

polipeptídica totalmente estendida. Em seguida utilizando pré-definições geométricas e

uma função de energia realiza alterações na cadeia polipeptídica, através de mudanças

em seus ângulos de torção. As conformações são geradas aleatóriamente. Um algoritmo

baseado em Monte Carlo é utilizado para decidir se a estrutura gerada será aceita ou se

o algortimo procede retornando à estrutura anterior. Estas alterações na conformação são

realizadas seqüêncialmente, isto é, aminoácido por aminoácido. A hierarquia é estabele-

cida através do reconhecimento de conformações favoráveis em cada ciclo de execução

(um ciclo representa as alterações em todos os resíduos de aminoácidos). LINUS rea-

liza um grande de número de passos. Onde, amostra periodicamente as conformações

dos resíduos para acumular informações estatísticas de preferências estruturais. Segundo

Lesk [51], a representação do processo de enovelamento de uma proteína, no método de
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predição LINUS, é realística, apesar de ser aproximada. Nela, todos os átomos da pro-

teína, exceto os hidrogênios, são modelados, mas a função de energia é aproximada e a

dinâmica simplificada. A função de energia do LINUS considera: a repulsão estérica que

impede a sobreposição dos átomos, o agrupamento dos resíduos hidrofóbicos isolados

interiores, as ligações de hidrogênio e as pontes salinas.

3. FRAGFOLD [41]: este método se baseia na idéia de que existem motivos estruturais co-

muns nas estruturas das proteínas, sendo que estas estruturas somente diferem entre si

na forma em que estes motivos estruturais estão combinados. O método FRAGFOLD

pré-seleciona fragmentos estruturais de estruturas de proteínas conhecidas. A predição

das estruturas secundárias é realizada através da avaliação do ajuste das seqüências nos

enovelamentos conhecidos, e desta forma é selecionado o modelo que apresenta a melhor

compatibilidade com o fragmento da proteína-alvo. Este método utiliza uma lista de frag-

mentos construída a partir de todos os fragmentos tripeptídeos, tetrapeptídeos e pentapep-

tídeos de proteínas-molde. Para cada posição da seqüência da proteína-alvo é computado

o potencial de utilização de cada fragmento. Posteriormente, o método FRAGFOLD ob-

tém a estrutura predita da proteína-alvo, realizando a combinação de fragmentos através

de um algoritmo genético ou de Simulated Annealing, onde a metade dos movimentos

correspondem à inserção da estrutura supersecundária pré-selecionada e a outra metade

envolve a escolha livre de qualquer fragmento de tamanho pequeno [12]. As regiões da

proteína-alvo, que não foram moldadas, são identificadas através de técnicas de clusteri-

zação, predizendo desta forma, o provável enovelamento da cadeia polipeptídica.

Os métodos de prediçãode novoapresentam vantagens em relação aos outros métodos de

predição. A primeira vantagem se refere à capacidade de predição de novas formas de enove-

lamento, o que não é possível de ser realizado pelos métodos baseados em análise comparativa

por homologia. A segunda vantagem se refere à redução do espaço de busca conformacional,

o que em métodos de prediçãoab initio é um grande problema e que demanda grande esforço

computacional. Esta redução do espaço conformacional se deve ao fato que em uma simples

substituição de um fragmento na proteína-alvo, está-se movendo de uma região de uma proteína

um fragmento que já possui uma estrutura com mínima energia potencial. No entanto, apesar

de reduzir o espaço de busca conformacional, os métodosde novo, que utilizam fragmentos

de proteínas-molde, ainda possuem duas principais limitações. A primeira está relacionada ao

desafio de tratar o grande espaço de busca conformacional originado pelas diferentes formas de

combinação de fragmentos molde. A segunda, se refere ao desafio de reduzir a energia potencial

da conformação nas regiões onde ocorre a combinação dos fragmentos. No CASP VII, o método

ROSETTA, utilizando a rede de computação distribuída ROSETTA@home5, contava com uma

5ROSETTA@home: é um projeto de computação distribuída, baseado na oferta voluntária de recursos de
processamento de pessoas de todo o mudo. Este projeto procura determinar a estrutura 3D de proteínas que
podem ser usadas na pesquisa de medicamentos que possam levar à cura de doenças como a AIDS, a Malária e a
Alzheimer. Maiores detalhes podem ser encontrados em: http://boinc.bakerlab.org/rosetta/.
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infraestrutura computacional de 140.000 computadores, com aproximadamente 65.000 compu-

tadores para serem utilizados em um mesmo tempo. Esta estrutura, representa uma capacidade

de processamento de 37 TFlops, o que possibilitou que as predições de estruturas 3D de cada

proteína testada fossem feitas em aproximadamente 500.000 horas de processamento [19]. A

necessidade desta estrutura computacional retrata o problema da complexidade presente nas

funções descore, de combinação e refinamento dos métodosde novo.

3.5.2 Resumo do capítulo

Neste capítulo foram brevemente descritas as principais metodologias existentes para a pre-

diçãoin sílico da estrutura 3D de proteínas. Os principais métodos de predição foram dividos

em dois gandes grupos. O primeiro grupo abrigando os métodos baseados em homologia e

àqueles baseados em conhecimento. O segundo grupo englobando os métodosab initio e de

novo.

Os métodos de predição do primeiro grupo obtêm bons resultados em suas predições. No en-

tanto, estas, estão limitadas à informações estruturais de proteínas já conhecidas. Desta forma,

não é possível predizer novas formas de enovelamento. O segundo grupo apresenta vantagens

no que se refere à predição de novas formas de enovelamento. No entanto, estes possuem como

maior desafio tratar o grande espaço conformacional. Atualmente, os métodosde novosão os

que apresentam os melhores resultados nas predições de novas formas de enovelamento.

Este capítulo elucida os esforços realizados ao longo dos anos para a desenvolvimento de

métodos eficazes e eficiêntes para a prediçãoin sílico da estrutura 3D de proteínas. A predição

da estrutura 3D de uma proteína, a partir de sua seqüência de aminoácidos, é uma problema

complexo e ainda sem solução, apesar dos grandes avanços realizados nos últimos anos.

Levando em consideração as vantagens e desvatagens apresentadas, pelos atuais métodos de

predição, no Capítulo 4 é apresentada uma nova proposta para a prediçãoin sílico da estrutura

3D de proteínas. No método proposto, desenvolve-se uma nova metodologia que ameniza o

problema gerado pela grandeza do espaço de busca conformacional e que ainda possa predizer

novas formas de enovelamento.
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4 Proposta para a predição da estrutura tridimensional de
polipeptídeos utilizando cálculo de intervalos

4.1 Introdução

Nos capítulos anteriores foram apresentados os principais conceitos relacionados à Bioin-

formática Estrutural, mais especificamente à predição de estruturas 3D de polipeptídeos. No

Capítulo 2 foram apresentadas os aminoácidos, as proteínas, as cadeias polipeptídicas, sua orga-

nização hierárquica estrutural e os bancos de dados de estruturas 3D de proteínas. No Capítulo

3 foram apresentadas as principais métodologias para a prediçãoin sílico da estrutura 3D de

polipeptídeos, suas vantagens e limitações. Neste capítulo será apresentada uma nova proposta

para a predição da estrutura 3D de proteínas. O método desenvolvido caracteriza-se como um

métodode novo, no sentido de que busca se beneficiar da alta acurácia encontrada em métodos

de predição baseados em modelagem comparativa por homologia e da capacidade de predição

de novas formas de enovelamento presentes em métodosab initio.

Na próxima seção será descrita a estrutura geral de um método para a predição da estrutura

3D de proteínas. Esta estrutura, serve como base para o método de predição desenvolvido

neste trabalho. Nela, são apresentados aspectos relacionados à forma de representação de uma

cadeia polipeptídica, à utilização de uma função de energia como parâmetro para escolha de

conformações, à um método de busca para percorrer o espaço conformacional e uma função

para análise de conformações preditas. Na medida em que cada uma destas etapas é apresentada

e discutida, são descritos aspectos relacionados ao método de predição desenvolvido.

4.2 Estrutura geral de um método para predição de estruturas 3D de po-

lipeptídeos

No desenvolvimento de um método de predição de estruturas 3D de polipeptídeos, precisam

ser levados em consideração quatro fatores. Estes abrangem aspectos de representação e me-

todologia para busca e análise de conformações preditas [18], os quais, tratam especificamente

de:

• Formas de representação da cadeia polipeptídica;

• Uma função de energia potencial que atue como uma função de custo, representando a
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conformação de uma proteína de um ponto de vista fisico-químico;

• Métricas para avaliar a similaridade entre a conformação nativa e as conformações predi-

tas de uma proteína; e

• Uma metodologia para a busca por conformações no espaço tridimensional.

Estes quatro fatores são a base do método de predição de estruturas 3D desenvolvido e

apresentado neste capítulo. Cada um destes fatores é descrito em maiores detalhes nas próximas

seções.

4.2.1 Representação da cadeia polipeptídica

A conformação da cadeia poliptídica de uma proteína pode ser representada de diferentes

maneiras. As formas mais comuns de representação são:

1. Coordenadas cartesianas de todos os átomos;

2. Coordenadas cartesianas de átomos pesados (heavy atoms);

3. Coordenadas cartesianas dos átomos da cadeia principal e centróides da cadeia lateral;

4. Coordenadas cartesianas do carbonoα; ou

5. Ângulos de torção da cadeia principal e da cadeia lateral.

No método desenvolvido nesta dissertação utiliza-se os ângulos de torção da cadeia principal

e o ângulos de torção das cadeias laterais para representar uma conformação. Esta escolha se

baseia no fato de que a conformação da cadeia polipeptídica pode, simplesmente, ser descrita

pelos valores dos ângulos diedros da estrutura principal da proteína. São estes, o ângulo diedro

φ (phi) em torno da ligação entre o nitrogênio (N) e o carbonoα (Cα), o ângulo diedroψ (psi)

em torno da ligação entre o carbono alfa (Cα) e o carbono (C) e o ângulo diedroω (omega)

em torno da ligação peptídica entre o carbono (C) e nitrogênio (N) (conforme descrito na seção

2.3: ligação peptídica). Cada ângulo diedro possui graus de liberdade e de restrição em suas

torções: estas liberdades são visíveis pelo mapa de Ramachandran (conforme descrito na Seção

2.3.3, Figura 10) e representam regiões onde podem ocorrer combinações de ângulos diedros

(phi epsi) nas quais não ocorrem choques estereoquímicos entre átomos das cadeias laterais.

Uma caracterísitica importante da representação geométrica baseada em ângulos de torção

está no fato de que pequenas mudanças nos ângulos diedrosφ e ψ de um peptídeo podem

induzir mudanças ignificantes na conformação, pois, estes ângulos possuem maior liberade em

suas torções (conforme descrito na Seção 2.3.1). Os ângulosχ da cadeia lateral ocorrem em

número diferente, e dependem exclusivamente do tipo de resíduo de aminoácido, conforme

pode ser observado na Tabela 2 e descrito na Seção 2.3.2.
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As cadeias laterais influenciam as torções dos ângulos diedros da cadeia principal. O posici-

onamento incorreto das cadeias laterais pode ocasionar choques estereoquímicos entre átomos

da cadeia lateral e átomos da cadeia principal, ou ainda choques entre átomos de cadeias late-

rais vizinhas, o que restringe as torções dos ângulos diedros e conseqüentemente, influencia na

estrutura 3D adotada pela cadeia polipeptídica.

A utilização de ângulos de torção para representar a conformação de uma cadeia polipeptí-

dica tem ainda uma outra grande vantagem, o número de variáveis para manipulação é menor do

que o número de variáveis presentes em representações baseadas em coordenadas cartesianas.

Isto torna mais eficiente de um ponto de vista computacional, o tratamento destas variáveis.

4.2.2 Função de custo

Após definida a forma de representação de uma cadeia polipeptíca, é necessário poder ava-

liar se uma dada conformação é melhor do que outra. Para isto, é necessário um critério de

avalição, ou uma função de custo que sirva como parâmetro para seleção de modelos confor-

macionais. Uma função de custo representa este critério de avaliação.

A função de custo mais utilizada na literatura se trata da análise de conformações por meio

de parâmetros da física clássica. São freqüentemente referenciadas como funções de energia

potencial (EP) [91]. Estas funções retornam um valor de energia baseando-se na conformação

da molécula, provendo, desta forma, a informação necessária para determinar quais conforma-

ções são melhores, do ponto de vista termodinâmico, em comparação com outras. A maior

parte das funções de energia tem a forma

E(C) =
∑

ligações

B(C) +
∑

ângulos

A(C) +
∑

torções

T (C) +
∑

não-ligados

N(C)

Onde, C é uma conformação e E(C) é a energia potencial da conformação obtida pela soma

dos potenciais de ligação (B), potenciais angulares (A), potenciais das torções (T) e do potencial

de energia dos átomos não ligados (N). O número de funções de energia presentes na literatura

é grande. Dentre as principais se pode citar: AMBER [13], CHARMM [11,56] e GROMMOS

[82].

Neste trabalho, foi utilizado a função de energia do CHARMM(Chemistry Harvard Macro-

molecular Mechanics) [11, 56] versão 27 para cálculo da energia potencial das conformações

geradas. A função de energia do CHARMM é composta pela soma de diversas funções da

mecânica molecular agrupadas em dois grupos principais: átomos ligados covalentemente (po-

tencial de vibração do ângulo, estiramento da ligação química, torção dos ângulos diedros,

Urey-Bradley(UB) e impróprios) e átomos não ligados covalentemente (potencial de van der

Waalls e potencial elétrostático). A Função de energia do CHARMM tem a forma:
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E(CHARMM) =
∑

ligações

Kb(b− b0)
2

︸ ︷︷ ︸
E1

+
∑
UB

kUB(S − S0)
2

︸ ︷︷ ︸
E2

+
∑

ângulos

Kθ(θ − θ0)
2

︸ ︷︷ ︸
E3

+

∑
diedros

kχ[1 + cos(nχ− δ)]

︸ ︷︷ ︸
E4

+
∑

impróprios

kimp(φ− φ0)
2

︸ ︷︷ ︸
E5

+

∑
não-ligados

εij[(
Rminij

rij

)12 − (
Rminij

rij

)6]

︸ ︷︷ ︸
E6

+ [
qiqj

erij

]

︸ ︷︷ ︸
E7

.

onde,

• b é o tamanho da ligação,b0 é a distância de equilíbrio de ligação eKb é a constante de

força de ligação;

• S é a distância entre dois átomos separados por duas ligações covalentes,S0 é a distância

de equilíbrio eKUB é a constante de força deUrey-Bradley;

• θ é o ângulo de valência,θ0 é o ângulo de equilíbrio ekθ é a constante de força do ângulo

de valência;

• χ é o ângulo de torção,kχ é a constante de força do ângulo de torção,n é a multiplicidade

e δ é o ângulo fase.

• φ é o ângulo impróprio,φ0 é o equilíbrio do ângulo impróprio ekimp é a constante de

força do impróprio; e

• εij é a energia de atração/repulsão de Lennard Jonnes,rij é a distância entre um átomoi

e um átomoj, Rminij é o raio mínimo de interação,qi é a carga atômica parcial ee é a

constante dielétrica.

Para realizar o cáculo da energia potencial de conformações usando a função de energia do

CHARMM, no método de predição desenvolvido foram utilizadas rotinas do pacote de mode-

lagem molecular TINKER (rotinas PDBxyz e analyse) [73].

4.2.3 Métricas de avaliação

Métricas são um conjunto de ferramentas para avaliar o grau de similaridade entre uma

conformação predita e a conformação nativa de uma proteína. A métrica mais utilizada para

avaliar a similaridade entre estruturas é o desvio médio quadrático (RMSD). A Equação 4.1

calcula o RMSD entre duas estruturas, onderai e rbi são, respectivamente, a posição de um
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átomoi de uma estruturaa e de uma estruturab, e onde as estruturasa e b são superpostas de

forma otimizada.

RMSD(a, b) =

√√√√√
n∑

i=1

|rai − rbi|2

n
(4.1)

Neste trabalho utilizou-se o programa ProFit (Grupo Dr. Andrew C. R. Martim) para cálculo

do desvio médio quadrático entre as estruturas preditas e a estrutura nativa de uma proteína. O

programa ProFit é baseado no algoritmo de subreposição proposto por McLachlan [59] que

busca sobrepor de forma otimizada os átomos de duas cadeias polipeptídicas.

4.2.4 Métodologia de busca de conformações e predição de estruturas 3D

O quarto fator presente em um método de predição de estruturas 3D diz respeito a uma me-

todologia para busca de conformações no espaço conformacional de uma proteína. Conforme

descrito no Capitulo 3, diversas metodologias para predição da estrutura 3D de polipeptídeos

foram desenvolvidas ao longo dos últimos anos, sendo que o principal empecilho para o sucesso

destes métodos têm sido o tratamento eficiente da grandeza do espaço de busca conformacio-

nal [53,65] e a capacidade de predição de novas formas de enovelamento [91]. Esta complexi-

dade pode ser mensurada pelo tempo necessário para encontrar o estado nativo de enovelamento

de uma proteína (exemplo apresentado na Seção 1.2).

Devido ao problema da grandeza do espaço de busca conformacional, os métodos atual-

mente desenvolvidos para predição de estruturas 3D de polipeptídeos buscam moldar confor-

mações usando informações oriundas de proteínas as quais possuem sua estrutura 3D conhe-

cida experimentalmente. Métodosde novocomo ROSETTA [75, 76, 84], FRAGFOLD [41] e

LINUS [85–87], conseguem obter bons resultados em suas predições, porém a elevada com-

plexidade de suas funções de pontuação (escore) exigem em elevado tempo de processamento

(meses dependendo do tamanho da proteína). Neste trabalho, buscou-se manter a capacidade

de predizer novas formas de enovelamento e desenvolver um novo método de predição que pu-

desse, de uma maneira rápida, predizer a partir da seqüência de aminoácidos a estrutura 3D

aproximada de uma proteína. O método aqui desenvolvido para busca de conformações e pre-

dição de estruturas 3D é baseado na construção de intervalos de variação para as torções da

cadeia principal de um polipeptídeo alvo, a partir de informações de ângulos diedros obtidos de

proteínas molde do PDB. Um intervalo fechado de variação angular, para cada ângulo diedro

de cada aminoácido, reduz o espaço de busca conformacional que o polipeptídeo pode assumir.

A redução deste intervalo é feita objetivando encontrar o menor intervalo fechado que contenha

a conformação de menor energia potencial. Na seção seguinte é formalizado e descrita cada

etapa do método de predição desenvolvido.
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4.3 O método desenvolvido

Após apresentada a forma adotada para representação da cadeia polipeptídica, a métrica

para avaliação de estruturas 3D de proteínas e a função de custo utilizada, é apresentado o

método de predição desenvolvido. No método proposto, a conformaçãoC de uma proteína é

representada na forma de um vetorC = {x1, x2, . . . , xn}, ondexi é um tripleto de ângulos

de torçãoω (omega), φ (phi) e ψ (psi) (Figura 21) de cada resíduo de aminoácido presente na

estrutura primária desta proteína. O conjunto de tripletos consecutivos representa as rotações

internas da cadeia principal da proteína.

Figura 21 – Representação esquemática de um modelo de peptídeo identificando um dupleto e um tripleto
de ângulos de torção da cadeia principal.

As ligaçõesφ (entre o grupo NH e o Cα) e ψ (Cα e o grupo C) não possuem restrições

quanto à liberdade de rotação na cadeia principal, porém existem algumas combinações não

permitidas devido a restrições estéreoquímicas, ou seja, combinações que podem causar coli-

sões desfavoráveis entre átomos da cadeia principal ou das cadeias laterais. Os ângulosω, por

sua vez, são fixados em valores próximos ou iguais a 0◦ ou +180◦. Com isto, é possível concluir

que devido a liberdade presente nos ângulos de torçãoφ e ψ, estes são os principais responsá-

veis pela forma de organização da estrutura 3D de um polipeptídeo. Desta forma, no método

proposto são considerados somente os dupletos de ângulos de torção formados pelos ângulosφ

eψ (Figura 21) na representação da cadeia principal de um polipeptídeo. No método proposto,

os ângulos ômega são mantidos inalterados permanecendo com valor igual à 180◦.

O método desenvolvido é composto por nove etapas: (1) inicialmente a seqüência alvo é

fragmentada; (2) fragmentos moldes (templates) são obtidos do banco de dados de estruturas 3D

(PDB); (3) ângulos de torção do dupleto correspondente ao aminoácido central são calculados;

(4) os ângulos de torção dos dupletos dos fragmentos molde são agrupados; (5) cada grupo é

classificado segundo as regiões conformacionais do mapa de Ramachandran; (6) os ângulos de

torção são representados na forma de intervalos; (7) a estrutura secundária da proteína é predita;

(8) uma conformação inicial, representada na forma de intervalos, é obtida; (9) o intervalo da

conformação é reduzido. A Figura 23 apresenta a estrutura básica e a seqüência de passos do

método proposto. Estas etapas são descritas nas próximas seções.



61

Figura 22 – Representação esquemática dos nove passos do método de predição desenvolvido. Os passos
2 e 7 utilizam servidores acessados remotamente. Os passos 1, 3-6, 8-9 são executados localmente.

4.3.1 Etapa 1: fragmentação da seqüência alvo

Nesta etapa, a seqüência alvoK de uma proteína é fragmentada em pequenos e subseqüentes

fragmentossi coml resíduos de aminoácidos cada (Figura 23). O conjunto de todos os possíveis

fragmentos de tamanhol de uma seqüência alvoK é representado porS = {si, si+1, . . . , sp},
ondesi e sp correspondem, respectivamente, ao primeiro e ao último fragmento. Sendon o

número de aminoácidos de uma seqüência alvoK e l um número ímpar para o tamanho de cada

si fragmento, então o númerop de possíveis fragmentos obtidos a partir de uma seqüência alvo

é dada pela Equação 4.2.

p = [n− (l − 1)] (4.2)

Um fragmentosi inicia com oi-ésimo resíduo de aminoácido e termina com oj-ésimo resí-

duo formando um conjunto de tripletos consecutivos de ângulos de torção{(ωi−1, φi, ψi), . . . ,

(ωj−1, φj, ψj)} (Figura 21). A Figura 23 esquematiza a forma de fragmentação de uma seqüên-

cia alvoK comn resíduos de aminoácidos obtendo todos os seus subseqüentessi fragmentos

com tamanhol = 5.

Considerando que o dupleto do aminoácido central é influenciado pelos aminoácidos vizi-

nhos, define-se um valor ímpar paral. Esta escolha está diretamente ligada às fases de utilização

de moldes do PDB para construção de intervalos de variação angular apresentados ao longo da

descrição do método. Somente a informação dos dupletos do resíduo de aminoácido central dos

fragmentos molde são considerados.
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Figura 23 – Representação esquemática da forma de fragmentação de uma seqüência alvoK emp sub-
seqüentes fragmentossi.

4.3.2 Etapa 2: busca por proteínas molde

Nesta etapa, para cada fragmentosi deS são buscados fragmentos molde na base de dados

do PDB (Figura 23, passo 2). Utiliza-se a versãowebdo programa BLASTp [3] para identificar

fragmentos homólogos (moldes) ao fragmento alvosi. Somente os moldes de tamanhol igual

ao fragmentosi de proteínas molde, e que não possuam nenhuma relação evolucionária1 com

a seqüencia alvoK, são considerados para análise futura. Utilizou-se no programa BLASTp a

matriz de substituição2 BLOSUM 623 [34] para o cálculo da pontuação de cada alinhamento.

Para automatizar esta fase modificou-se a biblioteca BioPython4 [14], através de desenvolvi-

mento de funções para conexão com o PDB e análise de arquivos XML retornados de consultas

ao PDB. Ao final desta etapa têm-se uma lista de códigos de acesso PDB correspondentes a

cada fragmentosi. Todos os arquivos pdbs retornados da busca são obtidos do banco de dados

de estruturas 3D (PDB) e são armazenados localmente.

4.3.3 Etapa 3: cálculo dos ângulos de torção dos dupletos

Para cada fragmento alvosi de S, um conjunto de arquivos pdb molde é obtido do PDB

(Figura 23, passo 3). A partir deste ponto são calculados, através do programaTorsions(Grupo

do Dr. Andrew C. R. Martim)5, os ângulos de torção do aminoácido central de cada fragmento-

molde associados a um fragmentosi. Cada dupleto de ângulos de torção é representado por

uma tuplati = (φ, ψ), compostas pelos ângulosphi epsi, respectivamente.

1Considera-se como relacionadas evolucionariamente aquelas proteínas que apresentem homologia de seqüên-
cia igual ou superior à 70% em relação a seqüência alvoK.

2Matriz de Substituição: contém valores proporcionais à probabilidade de um aminoácidoi mutar a um aminoá-
cidoj para todos os pares de aminoácidos. Ela fornece uma medida quantitativa para a substituição de aminoácidos
em um alinhamento de seqüências.

3BLOSUM62: ("BLocks SUbstitution Matrix at 62%") foi a primeira matriz de logaritmos de probabilidades
derivada das substituições de aminoácidos entre segmentos de seqüências de identidade igual ou superior à 62%.

4BioPython: o projeto BioPython trata-se de uma associação internacional de desenvolvedores de ferramentas
de código aberto na linguagem Python para a biologia molecular computacional e a Bioinformática.

5Grupo do Dr. Andrew C. R. Martim: http://www.bioinf.org.uk/
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A partir desta fase, cada fragmentosi passa a ser visto como um conjunto de dupletos de ân-

gulos de torção moldesi = {ti, t1+1 . . . , tp}, ondeti e tp correspondem ao primeiro e ao último

dupleto de ângulos de torção do aminoácido central de um fragmento molde, respectivamente.

Ao final desta etapa têm-seS = {si = {ti, ti+1, . . . , tp}, si+1 = {ti, ti+1, . . . , tp}, . . . , sp =

{ti, ti+1, . . . , tp}} representando o conjuntoS de todos os fragmentos alvos e seus correspon-

dentes dupletos molde.

4.3.4 Etapa 4: agrupamento de dupletos

Nesta etapa todas as tuplasti de um fragmentosi são submetidos a um processo de agrupa-

mento. São identificas as regiões, onde estão concentradas as tuplas-molde no mapa de Rama-

chandran (Figura 24). O agrupamento é realizado através do método probabilístico EM (Expec-

tation Maximization), o qual se baseia na análise de diferentes distribuições de probabilidades,

uma para cada grupo, onde se busca identificar o conjunto de grupos mais favoráveis dado um

conjunto de dados. O algoritmo EM (algoritmo não supervisionado) inicia realizando o agru-

pamento dos dupletos tendo como base o algoritmo de k-médias [57], obtendo, assim, uma

solução inicial. O algoritmo k-médias minimiza uma função de erro quadrático conforme des-

crito na Equação 4.3, onde existemf gruposki, i = 1, 2, .., f em(ki) é o ponto médio de todos

os dupletos emtj ∈ ki. Após determinada a solução inicial, as probabilidades de cada grupo são

calculadas para cada dupletoti (fase deExpectation). A partir das probabilidades são calculados

os parâmetros de distribuição, a partir dos quais, é realizada a "maximização"(Maximization)

das distribuições de probabilidades. Uma descrição mais detalhada do algoritmo EM pode ser

encontrada em [94].

V =

f∑
i=1

∑

tj∈ki

|tj −m(ki)|2 (4.3)

O valor médiom(ki) dos n dupletostj de um grupoki, j = 1, 2, . . . , n é obtido pela

Equação 4.4.

m(ki) =
1

n

n∑
j=1

tj (4.4)

Após identificados osf ki grupos para o conjunto de dupletosti desi é calculada a média

e o desvio padrão estimado de cada ângulo diedro (phi, psi) em um grupoki. Sendoθ um

dos ângulos diedrosphi ou psi, a média (m(ki, θ)) entre os ângulosθ ∈ ki é obtida através da

Equação 4.5, onden é o número de tuplas no grupoki.

m(ki, θ) =
1

n

n∑
j=1

t[θ]j (4.5)
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O desvio padrão estimado (σ(ki, θ)) dos ângulosθ ∈ ki é calculado a partir da média arit-

mética dos seustj elementos através da Equação 4.6. Um valor elevado de desvio padrão indica

que os elementos analisados estão distantes da médiam(ki, θ). Um valor baixo indica que os

elementos do grupo estão concentrados em uma região próxima à média.

σ(ki, θ) =

√√√√ 1

n

n∑
j=1

(t[θ]j −m(ki, θ))
2 (4.6)

Durante a fase de agrupamento, utiliza-se um valor def = 4 para o número de grupos a

serem identificados. Este número de grupos é fixado levando em consideração o fato de, que

apesar de os ângulosφ eψ possuírem uma alta liberdade de rotação, existem combinações entre

estes que não são favoráveis estéreoquimicamente. Estas regiões favoráveis são descritas pelo

mapa de Ramachandran (Seção 2.3.3, Figura 10) [74] e ocorrem em número igual a quatro (

em um dos 4 quadrantes em que o mapa é dividido). A primeira região, corresponde à região

de hélicesα. A segunda região, é a região de folhasβ. A terceira região é a região de hé-

lices com sentido à esquerda. O restante da área corresponde a36% da área total do mapa,

porém abriga somente1.9% dos aminoácidos, sendo esta a quarta região [37, 49]. Esta região

abriga geralmente os resíduos de aminoácidos presentes em estruturas irregulares como voltas

e alças (Seção 2.3.3, Figura 10). No entanto, por serem estruturas secundárias irregulares, as

voltas também podem apresentar resíduos de aminoácidos presentes em regiões de estruturas

secundárias regulares como héliceα e folhasβ.

Como regra geral utilizou-se um padrão de 4 regiões (4 grupos) para atender o caso em que

as tuplas associadas a um fragmento pudessem estar ocupando, simultâneamente, estas regiões

no mapa de Ramachandran. Para o caso em que todas as tuplasti estejam ocupando uma única

destas 4 regiões no mapa de Ramachandran, são igualmente identificados 4 grupos. Com isto,

busca-se identificar a sub-região em que há uma maior concentração de tuplas.

Ao final desta etapa, têm-se para cada fragmentosi, um conjunto de 4 (f = 4) gruposki des-

critos cada um por uma4−upla, ki = (mφ, σφ, mψ, σψ) esi = {ki = (mφ, σφ, mψ, σψ), . . . ,

kf = (mφ, σφ,mψ, σψ)}, ondei = 1, 2, . . . , f emk, emφ, mψ, σφ, σψ representam, respec-

tivamente, a média e o desvio padrão estimado dos ângulosφ e ψ de umi-ésimo grupo desi.

Para automatizar o processo de agrupamento utilizou-se o pacoteWeka[94] para mineração de

dados .

A Figura 24 ilustra a identificação de 4 gruposki no conjunto de tuplasti pertencentes a um

fragmentosi (Fragmento FNMQC (A), NMQCQ (B) e MQCQR (C)).

A informação obtida de cada grupoki ∈ si (média e desvio padrão estimado) é utilizada para

obtenção de intervalos de variação angular que representarão cada grupo grupoki, conforme

será discutido na próxima seção.
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Figura 24 – Representação esquemática mostrando a identificação deki grupos no mapa de Rama-
chandran: (A) grupos identificados a partir das tuplas obtidas do resíduo central de aminoácido dos
fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo FNMQC; (B) grupos identificados a partir das tu-
plas obtidas do resíduo central de aminoácido dos fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo
NMQCQ; (A) grupos identificados a partir das tuplas obtidas do resíduo central de aminoácido dos
fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo MQCQR.

4.3.5 Etapa 5: representação dos ângulos de torção na forma de intervalos

Nesta etapa, são construídos intervalos de variação para os ângulos de torção de cada grupo

ki . Um intervalo fechadoX nos númerosR é representado na forma[X] = [x, x], ondex e x

representam, respectivamente, o limite inferior e o limite superior do intervalo[X]. Um valora

está presente no intervalo[X] quando[a ∈ R|x ≤ a ≤ x] [1]. Operações podem ser realizadas

sobre estes conjuntos de intervalos. Sex = [x, x] ey = [y, y], então as quatro operações básicas

para a aritmética intervalar obedecemxopy = {xopy |x ∈ xey ∈ y} paraop ∈ {+,−,×,÷},
sendo elas representadas da seguinte forma:

Subtração: x− y = [x− y, x− y];

Adição: x + y = [x + y, x + y];

Multiplicação: x× y = [min {xy, xy, xy, xy},max{xy, xy, xy, xy}];
Divisão: x÷ y = x× 1

y .

A partir do valor médiom(ki, θ) e do valor de desvio padrão estimadoσ(ki, θ) calculado a

partir dos dupletos (phi e psi) de um grupoki são construídos intervalos de variação angular.

O intervalo de um ângulo diedro é representado por[θ] = [θ, θ], ondeθ representa o intervalo

para o ânguloφ ou o ânguloψ, θ e θ representam, respectivamente, o limite inferior e o limite

superior do intervalo de um ângulo de torção[θ].

O limite inferior θ para um intervalo[θ] de um grupoki é obtido pela diferença entre a

médiam(ki, θ) e o desvio padrão estimadoσ(ki, θ) (Equação 4.7). O limite superiorθ para um

intervalo[θ] de um grupoki é obtido pela soma da médiam(ki, θ) e do desvio padrão estimado

σ(ki, θ) (Equação 4.8) de seus elementostj.

θ = m(ki, θ)− σ(ki, θ) (4.7)
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θ = m(ki, θ) + σ(ki, θ) (4.8)

O tamanhow de um intervalo[θ] é dado pela Equação 4.9. O valor centralc de um intervalo

θ é obtido pela Equação 4.10.

w([θ]) = θ − θ (4.9)

c([θ]) = θ +
w([θ])

2
(4.10)

Para cada grupoki desi são construídos intervalos para[φ] (phi) e [ψ] (psi). Cada fragmento

si passa a ser representado, a partir desta etapa, por grupos de intervalos de variação paraφ

e paraψ, si = {ki = (φ, φ, ψ, ψ), . . . , kf = (φ, φ, ψ, ψ)}, ondeφ, φ, ψ e ψ representam,

respectivamente, o limite inferior e o limite superior paraφ e ψ e f representa o número dek

grupos.

A seguir é apresentado um exemplo de criação destes intervalos:

Sejak1 um grupo associado a um fragmentosi, onde paraφ:

m(k1, φ) = −75.0,

σ(k1, φ) = 15.0,

e paraψ:

m(k1, ψ) = −30.0,

σ(k1, ψ) = 20.0,

então o limite inferior paraφ e paraψ é dado por:

φ = m(k1, φ)− σ(k1, φ),

φ = −75.0− 15.0 = −90.0,

ψ = m(k1, ψ)− σ(k1, ψ),

ψ = −30.0− 20.0 = −50.0,

e o limite superior paraφ e paraψ é:

φ = m(k1, φ) + σ(k1, φ),

φ = −75.0 + 15.0 = −60.0,

ψ = m(k1, ψ) + σ(k1, ψ),

ψ = −30.0 + 20.0 = −10.0.

O limite inferior e superior do intervalo de cada ângulo diedro (phi e psi) representam uma

área limitada de variação dos ângulos (tuplas-molde) de um grupoki no mapa de Ramachan-

dran. O intervalo formado pelo ponto inferiorP1 = (φ, ψ) e pelo ponto superiorP2 = (φ, ψ)

pode ser representado como uma região delimitada no mapa de Ramachandran (Figura 25 B).

Esta região representa a variação das tuplas-molde de um grupoki associado a um fragmentosi

(Figura 25 A).
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Figura 25 – Mapas de Ramachandran: (A) tuplas ocupando as regiões do mapa de Ramachandran, a
região mais favorável é expressa em vermelho, a região permitida é expressa em amarelo, a região ainda
aceitável é apresentada em amarelo claro e a região não permitida em branco. A região em vermelho
no canto superior esquerdo representa a região de estrutura secundária regular do tipo folhasβ paralelas
e anti-paralelas. A região em vermelho no centro esquerdo, e no centro direito representam a região de
estrutura secundária regular do tipo héliceα a direita e a esquerda respectivamente. (B) representa a
delimitação de um intervalo entre os ângulos de torção mínimos e máximos deφ eψ, através dos pontos
P1 eP2.

A seguir é exemplificado o cálculo do tamanho e do valor central de um intervalo:

Assumindo,

φ = −90.0, φ = −60.0,

ψ = −50.0, ψ = −10.0,

o tamanho do intervalo do ânguloφ é:

w([φ]) = φ− φ,

w([φ]) = −60− (−90),

w([φ]) = 30,

e o tamanho do ânguloψ é:

w([ψ]) = ψ − ψ,

w([ψ]) = −10− (−50),

w([ψ]) = 40.

O valor central do intervalo do ânguloφ é dado por:

c([φ]) = φ + w([φ])
2

,

c([φ]) = −90 + (30/2),

c([φ]) = −75,
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e valor central do intervalo do ânguloψ é dado por:

c([ψ]) = ψ + w([ψ])
2

,

c([ψ]) = −50 + (40/2),

c([ψ]) = −30.

4.3.6 Etapa 6: classificação dos grupos em regiões ocupadas no mapa de Ramachandran

Após representar cada grupoki desi na forma de intervalos de variação angular, estes são

rotulados. A partir da ponto médiom(ki, φ) e do ponto médiom(ki, ψ) de um grupoki, é criado

um rótulo de identificação para o mesmo. Este rótulo tem a função de relacionar um grupoki

com a região que este ocupa no mapa de Ramachandran. Todos os gruposki ∈ S são rotulados.

Para que esta classificação se torne possível, criou-se uma biblioteca mapeando as regiões

mais favoráveis estéreoquimicamente identificadas pela combinação de ângulosφ e ψ. Esta

biblioteca foi criada tendo por base os trabalhos de Thornton e colaboradores [62] [48], nos

quais o mapa de Ramachandran é dividido em 11 regiões preferenciais (Figura 25 A). No en-

tanto, por simplificação, reduziu-se o número de regiões possíveis no mapa de Ramachandran

para 8 regiões. Estas 8 regiões são identificadas por: A, B, L, a, b, l, p e c, onde c passa a

ser chamada de região de volta e representa as regiões∼a, ∼b, ∼l, ∼p e o restante da área

não favorável no mapa de Ramachandran. A Tabela 3 apresenta o código de identificação e

a descrição das 11 regiões em que o mapa de Ramachandran é dividido, segundo Thornton e

colaboradores [62] [48].

A partir da biblioteca criada, realizando o mapeamento das regiões do mapa de Ramachan-

dran, foi criada uma função de classificação, onde a partir do valor do centro do intervalo dephi

e do centro do intervalo depside um grupoki é realizada a atribuição de rótulos de identificação

para cadaki representado por um intervalo de variação.

Um grupo rotulado tem a formaki : rot, onderot é o rótulo de identificação da região,

podendo este assumir uma das oito regiões conformacionais definidas. Cada fragmentosi deS

passa a ser representado comosi = {k1 : rot, k2 : rot, k3 : rot, k4 : rot}.
Após rotulados, os gruposki de cadasi são ordenados pelo número de elementostj molde

associados a cada grupo. A ordenação é feita do grupoki com maior número de elementostj

para o grupo com o menor número, comosi = {ki : rot > ki+1 : rot >, . . . , kf : rot}. Esta

ordenação (gruposki por número de elementostj) é importante para a construção da estrutura

inicial da proteína-alvo nas etapas seguintes do método.
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Tabela 3: Regiões conformacionais do mapa de Ramachandran. Descrição segundo Thornton e

colaboradores [62] [48].

Código da região Ocorrência Descrição

A região mais favorável hélice- α

B região mais favorável folha- β

L região mais favorável hélice- α à esquerda

a região favorável hélice- α

b região favorável folha- β

l região favorável hélice- α à esquerda

p região favorável extensão de hélice- α

∼a região aceitável hélice- α

∼b região aceitável folha- β

∼l região aceitável hélice- α à esquerda

∼p região aceitável extensão de hélice- α

restante da área região não permitida exceto para a Glicina

Uma concentração maior de elementosti de um fragmentosi em um grupoki significa

que os dupletos do aminoácido central dos fragmentos-molde pertencentes asi ocorrem em

maior número no intervaloki = (φ, φ, ψ, ψ) e os ângulos diedros do dupleto do aminoácido

central de um fragmento-alvosi estão mais propícios a estarem neste intervalo. Um grupoki

com um maior número de elementos molde possuí uma maior probabilidade de ser utilizado na

construção da conformação, representada na forma de intervalos, da seqüência-alvo.

4.3.7 Etapa 7: predição da estrutura secundária

Nesta etapa, é realizada a predição da estrutura secundária da seqüência alvoK. Para cada

resíduo de aminoácidoi, da seqüência-alvoK, é determinada a região em que os ângulos de

torção (phi e psi) deste aminoácido possivelmente estarão ocupando no mapa de Ramachadran.

Na literatura são encontrados diversos métodos que realizam a predição da estrutura secun-

dária de uma proteína a partir de sua seqüência de aminoácidos. Dentre os mais utilizados

é possível citar: DSC [46], PHD [78], PREDATOR [24], GOR [25, 26, 30], SIMPA96 [52],

DPM [21], SOPMA [28], SOPM [27], MLRC [33] (combina vários métodos de predição, tais

como SIMPA96 [52], GOR4 [25, 26, 30], SOPMA [28]) e SCRATCH [15]. Estes métodos são

disponibilizados em servidores de predição e estão disponíveis para uso gratuito. Exemplos

destes servidores: o servidor NPS@ (NPS@:Network Protein Sequence @nalysis) [16] e o

servidor SCRATCH:protein prediction serverque utiliza o método SCRATCH [15].

Cada método de predição da estrutura secundária de uma proteína faz uso de diferentes
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técnicas para realizar as suas predições. Alguns métodos analisam a formação de ligações de

hidrogênio, outros incorporam padrões oriundos de bases de dados com informações de pro-

teínas com estrutura determinada experimentalmente, outros utilizam redes neurais artificiais,

etc. Devido a estas diferentes metodologias, alguns métodos de predição de estruturas secun-

dárias apresentam melhores resultados quando comparados com outros em suas predições. Al-

guns, conseguem predizer melhor as estruturas secundárias do tipo folhasβ outros de hélices

α. Após analisar e avaliar a qualidade das predição realizadas por diferentes métodos, optou-

se por obter um consenso entre a predição de estrutura secundária obtida a partir de três ou

mais métodos de predição. O consenso, busca mapear regiões (com um ou mais aminoácidos)

em que há uma concordância no resultado da predição da estrutura secundária pelos métodos

utilizados. A Tabela 4 mostra um exemplo do consenso obtido a partir da predição realizada

por 3 diferentes métodos (DSC [46], PHD [78], PREDATOR [24]) para uma seqüência alvo

K=FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC composta por 34 aminoácidos.

Tabela 4: Exemplo da predição da estrutura secundária de uma seqüência de 34 resíduos de

aminoácidos obtendo o consenso entre os métodos DSC, PHD e PREDATOR.

Método FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC

DSC ccchhhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhhccccc

PHD ccchhhhhhhhhhhccccchhhhchhhhhhcccc

PREDATOR ccchhhhhhhhhhcccccchhhhhhhhhhhcccc

Consenso ccchhhhhhhhhhhccccchhhhhhhhhhhcccc

Os métodos de predição de estruturas secundárias dividem o mapa de Ramachandran em

oito estados conformacionais. Por simplificação, neste trabalho estados foram representadas

em somente três: h (héliceα), b (folhaβ) e c (volta ou alça). Portanto, criou-se uma tabela de

associação para converter os oito estados conformacionais para os três estados conformacionais.

A Tabela 5 apresenta a codificação (rótulos) adotada (três estados conformacionais) para repre-

sentação da estrutura secundária de um polipeptídeos e a codificação correspondente adotada

pelos métodos de predição de estrutura secundária utilizados (oito estados conformacionais).

Tabela 5: Representação dos estados conformacionais no servidor NPS@, servidor Scratch e a

codificação correspondente aos três estados adotado pelo método de predição. h representa o

estado conformacional do tipo héliceα, b representa o estado conformacional do tipo folhaβ e

c representa o estado conformacional de volta ou alça.

Servidor NPS@ Servidor SCRATCH Descrição Três estados

H, G, I H, G, I hélice α h

B, E B, E folha β b

T, S, C T , S , C voltas c
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Esta informação, obtida durante a predição da estrutura secundária, é utilizada para guiar a

escolha de intervalos de variação angular para a construção da conformação inicial em etapas

seguintes do método.

4.3.8 Etapa 8: construção da conformação inicial

Após identificados e rotulados os gruposki e realizada a predição da estrutura secundária

da seqüência da proteína alvo, é construída a conformação inicial do polipeptídeo. Os dupletos

de ângulos de torção de cada resíduo de aminoácido da seqüência-alvoK do polipeptídeo são

representados por intervalos de variação angular. Desta forma, a conformaçãoC de uma pro-

teína passa a ser representada por um vetorC = {[X1], [X2], . . . , [Xn]}, onde[Xi] é um dupleto

de ângulos de torção representado comoXi = {x, x}, ou seja,Xi = {(φ, φ), (ψ, ψ)}. Devido à

restrição existente em suas rotações, os ângulosω (ômega) são fixados em 180◦ (Seção 2.3.1).

A Figura 26 representa um modelo de peptídeo na forma de intervalos de variação angular,

exceto os ângulosω.

Figura 26 – Representação esquemática de um modelo de peptídeo identificando os dupletos (φ, ψ)
representados na forma de intervalos de variação angular.

O aminoácido central de cada fragmento consecutivosi deK corresponde a um único ami-

noácido da seqüência-alvoK, isto é, paral = 5 o aminoácido central do primeiro fragmento

s1 de uma seqüênciaK corresponde à posiçãoi + 3 emK, o aminoácido central do segundo

fragmentos2 à posiçãoi + 4 e assim por diante. Para a construção da conformação inicial,

representada na forma de intervalos, são utilizadas as informações dos gruposki de cada frag-

mentosi. A escolha de umki = (φ, φ, ψ, ψ) grupo desi para representar oi-ésimo resíduo de

aminoácido de uma seqüênciaK é feita seguindo 2 regras:

Regra 1: encontrar emsi o(s) grupo(s)ki em querot seja igual ao rótulo identificado para o

i-ésimo resíduo de aminoácido no consenso da predição da estrutura secundária. E dentre estes,

escolher o grupoki que possui o maior número de tuplasti pertencentes ao mesmo.

Conforme discutido anteriormente, durante a predição da estrutura secundária é utilizado
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um modelo de três estados conformacionais (h, b, c) para representar a estrutura secundária

da proteína e, durante a fase de atribuição de rótulos as gruposki, são utilizados oito estados

conformacionais (A, B, L, a, b, l, p e c). Para satisfazer a Regra 1 é necessário criar uma função

que irá, a partir do estado conformacional de um aminoácido, determinado durante a predição

da estrutura secundária, selecionar de maneira adequada o grupoki que melhor descreva o seu

estado conformacional. Criou-se um conjunto de regras para escolha destes grupos, as mesmas

são descritas a seguir:

• Para aminoácidos, identificados na fase de predição da estrutura secundária, com estrutura

secundária em estado de hélice-α (h): são escolhidos primeiramente os grupos rotulados

por "A"(região mais favorável), caso não exista nenhum grupo, procede-se escolhendo

um grupo rotulado por "a"(região favorável);

• Para aminoácidos, identificados na fase de predição da estrutura secundária, com estrutura

secundária em estado de folhas-β (b): são escolhidos primeiramente os grupos rotulados

por "B"(região mais favorável), em seguida um grupo rotulado por "b"(região favorável);

• Para aminoácidos com estrutura secundária em estado de volta ou alça (c): são escolhidas

primeiramente as regiões rotuladas por "c"(∼a,∼b,∼l, ∼p e restante da área), em seguida

por "L"(região mais favorável), "l"(região favorável), "p"(região favorável), "a"(região

favorável), "b"(região favorável), "B"(região mais favorável), "A"(região mais favorável).

As regiões pertences a estruturas regulares do tipo hélicesα e folhasβ (A, a, B, b) são

utilizadas para representar as regiões de volta. A inclusão destas regiões, pertencentes a

estruturas regulares, se deve ao fato que estruturas irregulares podem ocorrer em qualquer

região do mapa de Ramachandran [96].

Regra 2: se durante a predição da estrutura secundária for predito para oi-ésimo resíduo

de aminoácido da seqüência-alvoK um estado conformacional pertencente a uma região de

estrutura regular (h ou b), e não existir um grupoki com rótulorot igual ao identificado para

este resíduo, procede-se calculando o valor médio entre o ângulos presentes no resíduo de ami-

noácidoi− 1 e i+1 e o mesmo. O valor obtido é substituído noi-ésimo resíduo de aminoácido

da seqüência-alvoK. Esta estratégia é justificada pelo fato de que nas estruturas secundárias

regulares existe um padrão entre os valores dos ângulos diedros dos aminoácidos que a compõe.

Os intervalos deφ eψ do grupoki = (φ, φ, ψ, ψ) desi selecionados passam a representar o

dupleto de ângulos de torção do resíduo de aminoácido correspondente na seqüência-alvoK. A

Figura 27 ilustra o processo de construção da conformação representada na forma de intervalos.
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Figura 27 – Representação esquemática do processo de escolha doski grupos para representar os ângulos
de torção dos resíduos de aminoácidos da seqüência alvoK.

4.3.9 Etapa 9: otimização das regiões de volta

Após construída a conformação inicial (representada na forma de intervalos), aplica-se uma

estratégia para redução do intervalo com o objetivo de encontrar a conformação que apresente a

menor energia potencial. Nesta etapa, as regiões de voltas6 (Figura 29) identificadas na predição

da estrutura secundária têm um tratamento especial, pois são elas que irão, principalmente, de-

terminar a forma de enovelamento da proteína, ou seja, a forma como as estruturas secundárias

regulares (folhasβ e hélicesα) estarão organizadas em nível terciário [23]. Por representarem

regiões pequenas (em média 3-7 resíduos de aminoácidos) de segmento na cadeia polipeptídica,

estas regiões provocam distorções no enovelamento da proteína, as quais, são difíceis de serem

avaliadas apriori [23]. Devido a esta particularidade, e ao fato das estruturas secundárias regu-

lares apresentarem um certo padrão no valor dos seus ângulos de torção, optou-se por realizar

a otimização e redução do intervalo da conformação inicial somente nas regiões identificadas

como regiões de volta.

As regiões do polipeptídeo alvo identificadas durante a predição da estrutura secundária

como folhasβ ou hélicesα não têm seu intervalo reduzido. Assume-se para estas regiões o

centro do intervalo (do ângulo de torção), conforme foi descrito na Equação 4.10.

Buscando a redução do intervalo dos ângulos de torção dos resíduos de aminoácidos pre-

sentes em todas as regiões de volta, identificadas mediante a análise da predição da estrutura

secundária, desenvolveu-se um algoritmo composto por 6 passos:

1. Inicialmente são identificadas as regiões de volta na seqüência alvo (predição da estrutura

secundária);

6Região de volta: identificada por um único, por dois ou mais resíduos de aminoácidos consecutivos identifica-
dos por "c"(volta) durante a predição da estrutura secundária.
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2. São escolhidos, aleatóriamente, os ângulos de torção pertencentes a uma determinada

região de volta;

3. A partir destes ângulos aleatórios e do ponto médio do intervalo das demais regiões de

volta e das regiões identificadas como pertencentes a estruturas regulares é construída a

conformação do polipeptídeo-alvo;

4. As cadeias laterais são adicionadas de forma otimizada na conformação construída;

5. A energia potencial da conformação é calculada;

6. Os passos 2-4 são repetidos até um númeroι de conformações seja atingido. Posteri-

ormente, são analisadas asτ (%) melhores conformações construídas que apresentam a

menor energia potencial. Em seguida, é calculado o valor médio de variação para cada

ângulo de torção de cada resíduo de aminoácido pertencente à região de volta analisada.

A partir deste valor médio, é feita a redução do intervalo de cada ângulo de torção de cada

resíduo de aminoácido da região de volta que esta sendo processada. Um nova região de

volta, se existente, é escolhida. O algoritmo repete os passos 2-6 até que todas as regiões

identificadas como volta sejam processadas e até que seja atingido um critério de parada.

Como critério de parada, estabeleceu-se o tamanho do intervalo de cada ângulo diedro

dos resíduos de aminoácidos das regiões de volta. O algoritmo pára quando atinge um

limite λ, não sendo mais possível reduzir o intervalo. Após processar todas as regiões

de voltas, retorna-se à primeira região de volta processada, e novamente o algoritmo é

executado buscando, caso possível, reduzir o intervalo.

O fluxograma da Figura 28 esquematiza a estrutura do método de redução do intervalo das

regiões de volta. A seguir são discutidos em maiores detalhes cada um dos 6 passos que com-

põem o algoritmo para otimização das regiões de volta e redução de intervalos.

Passo 1 - identificação de regiões de volta:a partir da predição da estrutura secundária

da seqüência alvo de aminoácidos são identificadas as regiões de volta. Uma região é formada

por resíduos de aminoácidos consecutivos que possuem o mesmo estado conformacional. Uma

região também pode ser formada por um único resíduo de aminoácido.

A Figura 29 ilustra a identificação de regiões a partir da predição da estrutura secundária da

seqüência-alvo. Uma única região de volta é analisada a cada passo de execução do algoritmo,

as demais regiões de voltas permanecem "bloqueadas", sendo utilizados o valor central de seus

intervalos. Somente os resíduos de aminoácidos pertencentes a regiões de volta (Figura 29) tem

o intervalo de seus ângulos diedros reduzido.
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Figura 28 – Fluxograma esquematizando o método desenvolvido para a redução do intervalo nas regiões

de volta do polipeptídeo representado na forma de intervalos de variação angular.

Figura 29 – Representação esquemática do processo de identificação das regiões de volta, a partir do

resultado da predição da estrutura secundária de uma seqüência alvoK.
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Passo 2 - escolha aleatória de ângulos de torção em um intervalo:devido à complexi-

dade existente para analisar todas as possíveis combinações de ângulos de torção [65] entre os

intervalos de todos os dupletos de cada resíduo de aminoácido da região de volta, optou-se pela

geração de uma série pseudo-aleatória7 [31] para guiar a escolha "aleatória"de ângulos em um

intervalo. Optou-se pela geração de uma seqüência pseudo-aleatória e não de uma seqüência

puramente aleatória, devido ao fato de que o uso de números realmente aleatórios torna impos-

sível a repetição de uma dada seqüência de números e desta forma não é possível verificar a

acurácia da simulação ou mesmo repetir o experimento uma ou mais vezes buscando corrigir

algum erro no programa desenvolvido [40].

Implementou-se um método linear congruente [77] para a geração de variáveis pseudo-

aleatórias, criando números uniformemente distribuídos entre 0 e 1. O método é descrito pela

Equação 4.11 [77], ondea é um número inteiro escolhido entre 1 eM eM é um número primo.

A Equação 4.11 procede realizando a multiplicação dea e Z e dividindo o resultado porM e

fazendoZk o resto da divisão.

Zk = a.Zk−1 (4.11)

O algoritmo 1 gera uma seqüência (resu) pseudo-aleatória com tamanho de período fixo

(tamanhoPeriodo). Assume-se um valor paraM = 2147483647, a = 25717 e um valor para

semente igual a 1 (sem = 1).

Algoritmo 1 Geração de uma série aleatória

numerosAleatorios(sem,tamanhoPeriodo)
resultado = []
z = 0, Za = sem, M = 2147483647, a = 25717
for (i=0 ate tamanhoPeriodo)do

z = (a*Za)% M
resu.add(Za/(M-1))
Za = Z

end for
return resu

Com base na série pseudo-aleatória gerada são escolhidos ângulos junto ao intervalo da

conformação. A Equação 4.12 obtém, com base em um valor da série periódica, um ângulo

pertencente a um intervaloφ = (φ, φ) e a um intervaloψ = (ψ, ψ) de um resíduo de aminoá-

cido.

η(θ) = θ + (resultado[i].w([θ])), (4.12)

7Gerador de números pseudo-aletórios: é um algoritmo que usa da aritmética para gerar uma seqüência de
números com propriedades de números aleatórios.
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onde,θ é um ângulo de torção (φ ouψ) e i é o indice do vetorresultado que armazena a série

pseudo-aleatória.

A seguir é exemplificada a escolha de um ângulo de torção em um intervalo:

Seja

[φ] = (φ, φ) = (−90.0,−50.0)

[ψ] = (ψ, ψ) = (−60.0,−10.0)

e

resultado[1] = 0.5, índicei = 1

então o ângulo aleatório para o intervalo[φ] e [ψ] de um resíduo de aminoácido em região

de volta de uma seqüênciaK é:

η(φ) = −90.0 + (0.5 ∗ 40.0) = −70.0

η(ψ) = −60.0 + (0.5 ∗ 50.0) = −35.0

Para todos os resíduos de aminoácidos correspondentes à região de volta identificada no

consenso da predição da estrutura secundária são escolhidos, dentre os respectivos intervalos,

ângulos baseados na distribuição pseudo-aleatória obtida através do Algoritmo 1.

Passo 3 - construção da conformação:após escolhidos os ângulos de torção nos intervalos

associados a cada resíduo de aminoácido de uma determinada região de volta é construída a con-

formação. Para os dupletos de ângulos de torção (φ, ψ) de resíduos de aminoácidos classificados

em regiões conformacionais de hélicesα e folhasβ durante a predição da estrutura secundária e

de outras regiões de voltas, que no momento não estão sendo analisadas, é considerado o valor

centralc([θ]) do intervalo na conformação inicial. Todos os ângulosω são fixados em 180◦. As

informações sobres os ângulos do polipeptídeo são processadas pelo móduloteLeapdo pacote

para modelagem molecular AMBER [13], gerando a conformação.

Passo 4 - colocação e ajuste das cadeias laterais:após obtida uma conformação, são adi-

cionadas de forma otimizada as cadeias laterais. A atribuição e ajuste das cadeias laterais é feita

utilizando um banco de dados constituído por rotâmeros de cadeias laterais (ângulosχ) de pro-

teínas do PDB. No método desenvolvido utilizou-se o programa SCAP [39,95] para automatizar

a colocação e otimização das cadeias laterais nas conformações construídas. A partir de uma

biblioteca de rotâmeros (bilioteca de Dunbrack [22]) o programa SCAP estima a probabilidade

de cada cadeia lateral assumir uma determinada conformação em função dos ângulos torsionais

da cadeia principal (φ eψ) e do tipo de resíduo de aminoácido. O software SCAP foi utilizado

devido a qualidade de suas predições e por considerar fatores como acessibilidade do solvente

e hidrofobicidade durante a colocação das cadeias laterais.

Passo 5 - cálculo da energia potencial:após adicionadas as cadeias laterais é calculada

a energia potencial da conformação. Esta energia é obtida através de rotinas do pacote para

modelagem molecular TINKER [73] e o campo de força CHARMM (versão 27) [11, 56]. O

valor da energia potencial é a base para proceder a redução do intervalo.
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Passo 6 - redução do intervalo: para cada ciclo de execução do algoritmo é gerado um

númeroι de conformações igual ao tamanho da série periódica (tamanhoPeriodo) obtida pelo

Algoritmo 1. A partir das melhores energias obtidas nas conformações geradas para uma dada

região de volta, é feita a redução do intervalo para esta região. A partir de uma porcentagem

δ dasι (Algoritmo 1, tamanhoPeriodo) conformações geradas são obtidos parâmetros que irão

conduzir a redução do intervalo de cada ângulo do dupleto de cada resíduo de aminoácido da

região de volta que esta sendo analisada.

Dentre todas asδ conformações selecionadas é calculada a média aritmética para cada ân-

gulo de torção de cada resíduo de aminoácido pertencente a uma região de volta. A Equação

4.13 calcula a média aritmética dos ângulosθ de um resíduo de aminoácidoi dasδ estruturas

com menor energia potencial encontradas no passo de simulação corrente.

m(θ) =
1

δ

δ∑
i=1

θi (4.13)

Para o intervalo de um ângulo diedroθ (φ ou ψ) de um resíduo de aminoácidoi na seqüên-

cia alvoK presente em uma região de volta é realizada a redução do intervalo deste ângulo

conforme os passos descritos a seguir:

• Calcula-se o centro do intervaloc([θ]);

• Calcula-se a média aritmética deste ângulo nasδ estruturas geradas que apresentam a

menor energia potencial;

• A partir dec([θ]), incluindo um limiar para mais ou para menos (definiu-se empiricamente

10% para mais e para menos a partir do centro do intervalo) é verificado se o valor da

médiam(θ) das estruturas com menor energia está concentrada próximo ao limite inferior

ou próximo ao limite superior do intervalo. Caso esteja concentrada próxima ao limite

inferior, procede-se reduzindo um percentualν do tamanho do intervalo a partir do limite

superior. Caso esteja concentrada em uma região próxima ao limite superior, procede-

se reduzindo um percentualν do tamanho do intervalo a parir do limite inferior. Caso

a média dos ângulos dasδ estruturas com menor energia potencial esteja localizada na

região do limiar, procede-se a redução do intervalo comν
2

do tamanho do intervalo para

o limite superior e o limite inferior do intervalo. A Figura 30 representa um intervalo

e identifica a região de limiar próxima a região central a partir da qual será analisada e

identificada a melhor forma para proceder a redução do intervalo.
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Figura 30 – Representação esquemática do processo de redução de um intervalo, identificando o limite

superior e inferior do intervalo e o limiar a partir do centro do intervalo.

A cada passo de iteração do método de otimização da(s) região(ões) de volta, o intervalo de

cada ângulo diedro, dos aminoácidos da volta processada, é reduzido. Um passo de iteração

do algoritmo significa que asι conformacões foram geradas. Calcula-se o tamanho de cada

intervalo e o algoritmo de otimização e redução pára quanto o tamanho (w([θ])) de todos os

intervalos forem menores ou iguais a um limiteε.

4.3.10 Implementação

Nesta seção é brevemente descrito cada módulo implementado para automatizar o método

desenvolvido. Todos os módulos foram implementados na linguagem Python.

1. Módulo de fragmentação: realiza a fragmentação da seqüência-alvo em subseqüentes

fragmentos.

2. Módulo para busca de fragmentos moldes no PDB:realiza a busca por proteínas mol-

des para todos os subseqüentes fragmentos utilizando o pacote BioPython e o programa

BLASTp e cria uma lista de pdbs a serem obtidos do PDB.

3. Módulo para obter os arquivos pdbs do PDB:obtêm os arquivos pdbs do PDB.

4. Módulo para calcular os ângulos de torção:calcula os ângulos de torção de cada ar-

quivo pdb obtido do PDB e cria o arquivo de ângulos referente a este pdb.

5. Módulo para localizar os fragmentos molde:analisa cada arquivo de ângulo criado e

localiza neste arquivo, o fragmento molde refere ao fragmento alvosi associado a este

pdb.

6. Módulo para gerar os arquivo de variação angular:a partir de cada fragmento molde é

obtidos os valores de torção do resíduo de aminoácido deste fragmento. Todos os valores
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de torção associados a um fragmentosi são armazenados em um arquivo de variação

angular.

7. Módulo para gerar arquivos Weka: a partir do arquivo de variação angular, associado a

cada fragmentosi, é criado o arquivo de entrada para o programa de mineração de dados

- Weka.

8. Módulo para execução doWeka: o algoritmo de agrupamento é executado tendo como

entrada cada arquivo de entrado gerado pelo módulo para gerar arquivos weka. O resul-

tado do agrupamento é armazenado em um arquivo.

9. Módulo para geração de intervalos de variação:a partir dos resultados do algoritmo

de agrupamento, para cada um dos grupos associados a um fragmentosi são gerados

intervalos de variação.

10. Biblioteca de estados conformacionais:biblioteca representando os estados conforma-

cionais do mapa de Ramachandran.

11. Função de mapeamento de regiões conformacionais:função que utiliza a biblioteca de

estados conformacionais para classificar a partir dos ângulosphi e psi a região ocupada

no mapa de Ramachandran.

12. Módulo de rotulamento: utiliza a biblioteca de regiões conformacionais e a função de

mapeamento para atribuir rótulos à todos os gruposki de todos ossi fragmentos.

13. Módulo para predição da estrutura secundária:realiza a predição da estrutura secun-

dária para seqüência alvo através de um servidor de predição.

14. Módulo para construção da conformação inicial: utilizando os grupos rotulados de

cadasi fragmento e a informação da estrutura secundária, é construída a conformação

representada na forma de intervalos de variação.

15. Módulo para otimização das regiões de volta:identifica as regiões de volta do polipetídeo-

alvo e realiza a redução do intervalos das regiões de volta, buscando encontrar o menor

intervalo fechado que represente a conformação de menor energia potencial.

16. Módulo de análise: ferramentas de suporte para análise dos resultados obtidos na predi-

ção da estrutura 3D de polipeptídeos-alvo.

4.3.11 Resumo do capítulo

Neste capítulo foi apresentada um novo método para a prediçãoin sílico da estrutura 3D

de polipeptídeos. O método proposto utiliza técnicas de agrupamento aplicadas a dados de es-
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truturas determinadas experimentalmente. A partir do agrupamento, são criados intervalos de

variação angular que passam a representar a conformação de um polipeptídeo-alvo. Os ângulos

de torção são obtidos de fragmentos moldes de estruturas 3D experimentais armazenadas no

PDB. Os ângulos de torção dos aminoácidos nas regiões de volta têm seu intervalos de vari-

ação angular reduzido buscando, desta forma, encontrar a conformação com a menor energia

pontencial. A construção de uma conformação, representada na forma de intervalos de vari-

ação, através de informações obtidas de estruturas experimentais, diminui o espaço de busca

conformacional.

O método desenvolvido é capaz de predizer novas formas de enovelamento. Isto, se deve

à forma em que as conformações são construídas. O método desenvolvido não está limitado

à informação de proteínas-molde. Nele, os ângulos diedros do resíduo de aminoácido central,

obtido de proteínas-molde, fornecem apenas a informação a respeito dos possíveis valores que

o correspondente resíduo de aminoácido na proteína-alvo pode adotar. O agrupamento destes

ângulos, permite identificar os estados conformacionais mais prováveis que este resíduo de

aminoácido possa estar assumindo.

Quando comparado à outros métodosde novo, como o ROSETTA, o método de predição

proposto se diferencia, principalmente, pela forma de obtenção e utilização das informações

de proteínas-molde. No método ROSETTA é utilizada a informação de todos os resíduos de

aminoácidos de um fragmento obtido de uma proteína-molde. No entanto, no método de pre-

dição desenvolvido é utilizada somente a informação do resíduo de aminoácido central de um

fragmento obtido de uma proteína-molde. As técnicas de agrupamento unidas à forma de utili-

zação da informações obtidas após a sua execução, dispensam a combinação de fragmentos. A

construção de intervalos de variação angular para cada ângulo diedro da seqüência de resíduos

de aminoácidos da proteína-alvo, permite que sejam realizadas alterações conformacionais que

possam conduzir o método de predição a encontrar uma conformação com a menor energia

potencial.

No próximo capítulo são apresentados os experimentos realizados com o método de pre-

dição desenvolvido. É realizada a predição da estrutura 3D de proteínas-alvo pertencentes a

diferentes classes estruturais.
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5 Experimentos

5.1 Introdução

Nesta seção, são apresentados os resultados obtidos com a utilização do método de predição

desenvolvido. É predita a estrutura 3D aproximada de seis proteínas. Estas proteínas têm a

sua estrutura 3D conhecida experimentalmente e armazenada no PDB [7,8]. Foram escolhidos

os polipeptídeos com os seguintes códigos PDB: 1ZDD [64, 88], 1K43 [69], 1ROP [5], 1UTG

[61], 1GAB [55] e 1GB1 [32]. Esta escolha foi realizada com o objetivo de testar o método

desenvolvido em diferentes classes de proteínas. A seguir são listadas as proteínas testadas e a

sua classificação segundo o SCOP [64]:

• Cadeia A da proteína A estabilizada por ponte de sulfeto:código no PDB: 1ZDD

[64,88]; classe: proteína projetada (Designed protein), enovelamento: grampoα - Protein

A Ig(Fc)-binding domain mimics;

• Cadeia A da proteína MBH12: código no PDB: 1K43 [69]; classe: proteína projetada

(Designed protein), enovelamento: grampo beta projetado (beta-hairpin design);

• Cadeia A da protéina ROP:código PDB: 1ROP [5]; classe: héliceα (All alpha protein),

enovelamento: grampoα - ROP-like;

• Domínio B1 da proteína G do streptococcal:código no PDB: 1GB1 [32]; classe:α +

β (Alpha and beta protein (a+b)), enovelamento: misturaα eβ - beta-Grasp (ubiquitin-

like).

• Cadeia A da proteína PAB: código no PDB: 1GAB [55]; classe: héliceα (All alpha

protein), enovelamento: pacote de 3 hélices -immunoglobulin/albumin-binding domain-

like;

• Cadeia A da Uteroglobina: código no PDB: 1UTG [61]; classe: héliceα (All alpha

protein), enovelamento: multi hélices -Uteroglobin-like(multihelical);
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5.2 Materiais e métodos

Utilizou-se o algoritmo desenvolvido, descrito no Capítulo 6, para a predição da estrutura

3D aproximada das proteínas-alvo. Para a fase de fragmentação utilizou-se um tamanho padrão

para o número de resíduos de aminoácidos em cada fragmentos (l=5 resíduos de aminoácidos,

pentapeptídeo). Em todos os estudos de caso foram eliminadas as proteínas-molde que possuem

alguma relação evolucionária com a seqüência da proteína-alvo. Para esta seleção, eliminou-

se todos as proteínas-moldes que apresentam a sua seqüência de aminoácidos com≥ 50% de

identidade em relação à seqüência da proteína-alvo.

A qualidade estéreoquímica das estruturas 3D preditas é analisada através do programa

PROCHECK1 [48]. As estruturas secundárias são analisadas utilizando os programas DSSP2

[43] e PROMOTIF3 [38]. Todas as representações gráficas das estruturas 3D são preparadas

com o software PYMOL [20]. Todos os cálculos de RMSD foram realizados com o programa

PROFIT (Grupo Dr. Andrew C. R. Martim) e são obtidos a partir da sobreposição do Cα da

estrutura predita e do Cα da estrutura nativa da proteína-alvo. Em todos os cálculos de RMSD

são desconsiderados os 2 resíduos de aminoácidos iniciais (região N-terminal) e os 2 resíduos de

aminoácidos finais (região C-terminal) das estruturas 3D sobrepostas. Esta decisão foi tomada

porque, conforme descrito no Capítulo 6, os ângulos de torção destes aminoácidos são fixados

em 180◦4.

Adotou-se uma configuração única na parametrização do algoritmo de otimização das re-

giões de volta. Os parâmetros do algoritmo se referem ao número de conformações geradas, ao

número de conformações utilizadas para realizar a redução do intervalo, ao tamanho mínimo do

intervalo e ao tamanho do limiar próximo à região central do intervalo. Estes parâmetros são

detalhados a seguir:

• Número de conformações iniciais (ι): são geradas inicialmenteι = 1.000 conformações

para cada região de volta (primeiro passo de execução do algoritmo5);

• O intervalo é reduzido em cada região;

• Número de conformações após o primeiro passo de execução (ι): são geradasι = 100

conformações para cada região de volta em cada passo de execução do algoritmo;

1PROCHECK: programa que checa a qualidade estereoquímica de uma estrutura de proteína gerando análises
gráficas sobre a geometria espacial da proteína, resíduo por resíduo. Através de mapas de Ramachandran, os
aminoácidos da conformação são analisados em relação às regiões energeticamente favoráveis.

2DSSP: o programa calcula a estrutura secundária de uma proteína, as suas coordenadas x, y e z e a acessibili-
dade do solvente.

3PROMOTIF: programa que provê detalhes da localização e dos tipos de motivos estruturais em estruturas 3D.
4Devido à forma de fragmentação, não é possível obter informações de proteínas molde para modelar os 2

resíduos de aminoácidos iniciais e os dois resíduos de aminoácidos finais.
5Passo de execução do algoritmo: um passo de execução do algoritmo compreende gerar todas as conformações

necessárias de todas as regiões de volta.
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• Porcentagem de conformações analisadas para determinar a forma de redução do inter-

valo (δ): adotou-se um valor deδ = 10 % para determinar o número dasι conformações

que serão utilizadas para determinar a forma de redução do intervalo de uma determinada

região de volta.

• Limiar do intervalo: adotou-se um limiar de 10% para mais e para menos a partir do

centro do intervalo para a escolha da forma de redução do intervalo;

• Tamanho mínimo de um intervalo: o tamanho limite para redução do intervalo é de

w(θ) = 10.

Os gráficos de análise dos resultados são construídos utilizando o programa OriginLab (Sci-

entific Graphing an Analysis Software). Todos os softwares de análise foram implementados

usando a linguagem de programação Python e C++. A predição da estrutura secundária é rea-

lizada pelo servidor NPS@ [16] e SCRATCH [15]. Os testes foram executados numa máquina

PC Intel Core 2 Duo E6400 2.4GHZ 2MB Cache e 2GB de RAM HD, 250MB com sistema

operacional Linux.

5.3 Estudo de caso 1: 1ZDD

No estudo de caso 1, realizou-se a predição da estrutura 3D aproximada da mini proteína

cujo código PDB é 1ZDD [88], composta por 34 resíduos de aminoácidos e conhecida pelo

arranjo de duas estruturas secundárias em forma de hélicesα conectadas por uma volta (código

PDB: 1ZDD - Figura 31A) [64].

Figura 31 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteína cujo código PDB é 1ZDD. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ZDD;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da execução do
método de predição; (D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta. As pontes de
sulfeto e as cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualização.
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A seqüência alvoK=FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC da proteína foi

fragmentada em 30 fragmentos-alvosi com tamanhol=5 resíduos de aminoácidos (Tabela 6,

coluna 1). Para cada fragmento-alvosi é realizada a busca por fragmentos-molde no PDB.

Eliminou-se as proteínas cujas seqüências são idênticas ou muito similares à seqüência alvoK

da proteína com código PDB igual a 1ZDD, identificadas por: 1ZDC, 1ZDD, 1L6X, 1OQO,

1OQX, 1ZDA, 1ZDB, 2SPZ, 1LP1, 1Q2N, 1FC2, 1BDC, 1BDD, 1SS1, 1DEE, 1EDK, 1EDJ,

1EDI, 1EDL. Após obtidos os arquivospdbsdo PDB, são calculados os ângulos de torção

do aminoácido central de cada fragmento-molde (Tabela 6, coluna 2). A Tabela 6, coluna 3,

apresenta o número de tuplas-molde retornadas para cada fragmentosi.

Tabela 6: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB

igual a 1ZDD nos três estados conformacionais (h, b e c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

FNMQC M 34 82.35 17.65 0.00

NMQCQ Q 40 80.00 17.50 2.50

MQCQR C 38 86.84 13.16 0.00

QCQRR Q 28 78.57 3.57 17.86

CQRRF R 47 80.85 17.02 2.13

QRRFY R 30 86.67 3.33 10.00

RRFYE F 52 96.15 3.85 0.00

RFYEA Y 30 70.00 30.00 0.00

FYEAL E 42 97.62 2.38 0.00

YEALH A 37 78.38 18.92 2.70

EALHD L 45 80.00 17.78 2.22

ALHDP H 49 69.39 30.61 0.00

LHDPN D 53 3.77 86.79 9.43

HDPNL P 22 63.64 22.73 13.64

DPNLN N 50 98.00 2.00 0.00

PNLNE L 24 16.67 83.33 0.00

NLNEE N 46 21.74 69.57 8.70

LNEEQ E 34 91.18 2.94 5.88

NEEQR E 37 97.30 0.00 2.70

EEQRN Q 35 82.86 17.14 0.00

EQRNA R 57 71.93 22.81 5.26

QRNAK N 14 92.86 7.14 0.00

RNAKI A 29 24.14 75.86 0.00

NAKIK K 20 90.00 10.00 0.00

AKIKS I 28 53.57 46.43 0.00

continua na próxima página
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Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

KIKSI K 40 90.00 10.00 0.00

IKSIR S 74 32.43 41.89 25.68

KSIRD I 22 90.91 9.09 0.00

SIRDD R 16 87.50 6.25 6.25

IRDDC D 35 57.14 40.00 2.86

A Figura 32 e a Figura 33 apresentam o mapa de Ramachandran das tuplas-molde de cada

fragmento-alvosi. A partir de sua análise é possível identificar as regiões no mapa de Rama-

chandran onde se encontra o maior número de tuplas-molde.

Figura 32 – Mapa de Ramachandran dasti tuplas de cada fragmentosi da proteína cujo código PDB é

1ZDD (parte 1).
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Figura 33 – Mapa de Ramachandran dasti tuplas de cada fragmentosi da proteína cujo código PDB é

1ZDD (parte 2).
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A Tabela 6, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde associadas a cada

um dos três estados conformacionais (h, b e c). Nesta classificação, o estado conformacional

de héliceα (h) compreende os resíduos de aminoácidos nos estados "A", "a", "L", "l"e "p", o

estado de folhaβ (b) compreende os resíduos de aminoácidos em estados "B"e "b"e as regiões

de volta (c) compreendem os resíduos de aminoácidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8

estados descrito na seção 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentados

na seção 4.3.8).

Cada fragmentosi têm as suas tuplas-molde agrupadas em 4 grupos. Para cada grupo desi

é calculada a média e o desvio padrão estimado. A Tabela 7 apresenta o resultado obtido com o

agrupamento das tuplas de cada fragmentosi.

Tabela 7: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo

código PDB é 1ZDD: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupoki.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

FNMQC m -71.19 143.62 -112.19 116.92 -58.29 -43.59 -67.29 -31.27

FNMQC σ 21.07 67.65 13.76 35.08 6.97 6.21 4.01 12.13

NMQCQ m -63.36 -46.89 -92.62 -22.07 -80.8 138.91 81.31 169.34

NMQCQ σ 6.38 6.46 10.08 24.14 24.35 12.14 29.3 76.51

MQCQR m -132.39 133.88 -66.66 -37.61 -82.38 126.06 -69.57 -40.95

MQCQR σ 14.43 5.85 1.62 1.43 4.73 17.36 11.48 14.63

QCQRR m -71.17 -27.31 79.54 30.64 -23.71 73.14 -61.06 -43.38

QCQRR σ 7.24 5.02 0.36 0.27 43.22 11.42 3.99 4.47

CQRRF m 52.91 -133.26 -90.38 118.06 -62.76 -32.01 -63.96 114.25

CQRRF σ 20.68 60.25 16.65 21.31 6.76 9.74 5.33 8.51

QRRFY m -147.42 -24.05 -60.61 -33.16 52.31 43.63 -137.61 145.55

QRRFY σ 42.27 40.81 6.57 13.20 3.98 4.49 0.41 0.89

RRFYE m -115.34 145.51 -60.6 -40.44 -77.39 -27.44 -67.04 -40.95

RRFYE σ 0.17 1.51 1.65 4.86 3.65 15.44 4.44 8.88

RFYEA m -121.32 127.63 -142.52 148.54 -46.19 -57.19 -57.16 -46.99

RFYEA σ 1.55 2.97 5.99 12.21 3.55 2.85 2.95 4.24

FYEAL m -59.85 -44.42 -53.22 127.40 -67.18 -45.65 -83.41 -26.78

FYEAL σ 4.59 9.22 8.88 28.33 3.25 5.72 6.22 13.88

YEALH m -70.86 -32.23 -108.58 135.34 -61.45 -40.5 -149.87 -62.71

YEALH σ 2.16 2.76 9.12 8.70 5.09 6.36 21.37 72.98

EALHD m -88.38 -3.28 -2.55 137.63 -64.52 -39.08 -89.65 151.56

EALHD σ 6.25 15.37 15.88 76.78 5.41 10.41 9.78 8.75

ALHDP m -85.93 76.44 -71.79 -28.82 -124.16 119.91 -114.17 0.03

continua na próxima página
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

ALHDP σ 7.23 51.28 8.75 10.65 5.62 10.71 9.06 18.89

LHDPN m -83.45 124.87 -118.23 85.35 98.73 96.45 -130.05 62.93

LHDPN σ 27.86 14.8 9.18 3.90 51.66 46.69 15.66 17.02

HDPNL m -65.11 134.98 -85.59 -141.81 -56.6 -32.11 -74.2 -15.16

HDPNL σ 14.81 23.57 7.81 12.02 2.63 19.90 2.95 8.79

DPNLN m -75.55 3.99 -144.42 157.21 -81.98 -32.95 -62.59 -19.22

DPNLN σ 7.50 7.91 14.30 29.35 5.96 7.35 3.96 11.48

PNLNE m -84.14 138.23 -117.49 -149.25 -65.93 -38.54 -122.48 149.63

PNLNE σ 9.79 20.68 23.81 88.36 14.21 4.00 16.08 15.97

NLNEE m -99.17 -173.48 75.39 55.88 -72.89 -34.3 -89.25 148.99

NLNEE σ 26.17 6.46 17.85 9.88 27.32 8.55 22.02 26.98

LNEEQ m -75.18 72.6 -98.2 -63.98 49.64 -91.61 -56.01 -41.89

LNEEQ σ 24.44 29.39 20.39 46.59 24.44 29.39 6.48 12.37

NEEQR m -70.86 -28.57 -171.62 -51.22 -60.12 -43.46 -56.74 -53.8

NEEQR σ 10.17 2.61 21.22 10.30 5.77 3.76 11.85 6.55

EEQRN m -68.55 -44.77 -90.67 0.77 -121.81 149.16 -54.96 -48.05

EEQRN σ 4.07 7.49 2.92 9.53 11.42 12.33 2.18 4.89

EQRNA m -64.51 -42.05 -102.11 149.49 70.28 29.12 -116.72 -176.78

EQRNA σ 13.92 15.08 28.1 14.09 0.56 0.02 2.12 1.31

QRNAK m -137.76 117.90 -44.73 -48.13 -97.2 9.52 -60.08 -42.14

QRNAK σ 23.6 44.34 3.83 0.75 23.6 44.34 4.59 4.66

RNAKI m -62.2 -44.11 -86.49 134.61 -107.07 126.13 -73.8 157.81

RNAKI σ 3.48 4.11 4.9 3.71 8.13 9.81 6.52 3.16

NAKIK m -68.95 -34.84 -60.52 -48.93 -141.48 146.49 -98.06 36.09

NAKIK σ 3.37 6.14 3.29 4.22 20.02 50.50 5.98 52.55

AKIKS m -84.76 113.8 -63.16 -43.46 -97.52 5.15 -122.85 133.66

AKIKS σ 7.91 12.62 7.71 6.62 2.81 1.98 7.36 18.04

KIKSI m -60.22 -42.96 -128.02 140.33 -80.09 -21.43 -81.62 -40.62

KIKSI σ 1.80 4.80 10.62 11.98 18.85 29.46 5.73 6.00

IKSIR m -67.55 -40.23 -97.00 148.73 86.51 48.39 -107.37 -150.98

IKSIR σ 23.93 8.09 40.83 13.40 23.93 58.70 25.60 18.73

KSIRD m -103.63 50.18 -69.82 174.34 -66.59 -41.57 -55.37 -47.16

KSIRD σ 0.65 76.34 13.98 57.9 3.53 5.36 2.5 3.85

SIRDD m 30.54 106.98 -135.71 117.80 -60.57 -37.61 -106.37 23.48

SIRDD σ 33.65 53.85 2.97 5.38 8.67 14.68 0.00 53.85

IRDDC m -90.04 141.60 -67.02 -35.74 -138.19 167.76 156.10 -44.80

continua na próxima página
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

IRDDC σ 12.17 14.59 10.11 10.32 20.29 2.41 45.24 91.13

A partir do valor médio e do desvio padrão estimado de cada grupoki desi (Tabela 7) é criado

o intervalo de variação de cada grupo. Em seguida, a partir do ângulo central do intervalo, cada

grupo é rotulado em uma das 8 regiões conformacionais empregadas no método. Dando seqüên-

cia, é realizada a predição da estrutura secundária para a seqüência-alvoK (Figura 34). Com

base no consenso entre os resultados obtidos pelos métodos de predição da estrutura secundária

da seqüênciaK é construída a conformação inicial representada na forma de intervalos.

Figura 34 – Predição da estrutura secundária da seqüência-alvoK da proteína cujo código PDB é 1ZDD.

O consenso representa a estrutura secundária obtida pela análise simultânea da predição realizada pelo

método DSC, PHD e Predator.

A Figura 31B apresenta a estrutura 3D predita da proteína cujo código PDB é 1ZDD. Esta

estrutura é obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por inter-

valos de variação angular. Após construída a conformação inicial, representada por intervalos,

é realizada a otimização das regiões de volta. Os segmentos de resíduos de aminoácidos, iden-

tificados na predição da estrutura secundária como aminoácidos de regiões conformacionais de

volta, têm o intervalo de seus ângulos diedros reduzido objetivando encontrar a estrutura com

menor energia potencial. A Figura 31C e 31D ilustra, respectivamente, a estrutura 3D com

menor RMSD encontrada durante a otimização da região de volta e a estrutura 3D predita ob-

tida como o resultado final do método de predição. A conformação final (31D) obtida pelo

método de predição é a conformação de menor EP encontrada no último passo de execução do

algoritmo.

A Tabela 8 mostra o valor de RMSD e de energia potencial das estruturas 3D preditas. A es-

trutura 3D predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo

de todo processo de otimização da região de volta, apresenta RMSD = 4.42Å(Figura 31C). A

estrutura 3D de menor energia potencial encontrada no último passo de execução do algoritmo
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apresenta um valor de RMSD = 5.00Å(Figura 31D). Esta estrutura representa a estrutura 3D

final predita pelo algoritmo.

Através da análise das conformações preditas é possível verificar a discordância existente

entre os valores de energia e RMSD (Tabela 8). Estruturas com alta energia (C) possuem um

RMSD menor do que as estruturas com menor energia (D). O valor elevado da energia é oca-

sionado por choques estereoquímicos entre átomos da cadeia principal e da cadeia lateral do

polipeptídeo. A colocação incorreta das cadeias laterais provoca esse aumento na energia. Isto,

afeta a forma que o algoritmo procede a redução do intervalo das regiões de volta. Sendo EP

o critério para a escolha das conformações que são utilizadas para decidir a forma de redução

do intervalo, então as conformações com baixa energia potencial e com alto RMSD escolhidas,

podem provocar uma redução incorreta do intervalo de variação angular.

Tabela 8: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ZDD.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 5.51 815113064.11

C 4.42 107049.31

D 5.00 4652.85

No entanto, ao analisar a qualidade da estrutura secundária, é possível verificar que a formação

da estrutura secundária das estruturas preditas é semelhante à da estrutura 3D experimental da

1ZDD (Tabela 9).

Tabela 9: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é 1ZDD.

(A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ZDD; (B) estrutura 3D predita,

obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de

variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execução

do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do

método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 0 (0.0%) 25 (73.5%) 0 (0.0%) 9 (26.5%) 34

B 0 (0.0%) 26 (76.5%) 0 (0.0%) 8 (23.5%) 34

C 0 (0.0%) 26 (76.5%) 0 (0.0%) 8 (23.5%) 34

D 0 (0.0%) 26 (76.5%) 0 (0.0%) 8 (23.5%) 34
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Os mapas de Ramachandran da Figura 35 demonstram que os resíduos de aminoácidos das

estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regiões similares às ocupadas na estrutura 3D

experimental (A). A porcentagem média de resíduos de aminoácidos das estruturas 3D preditas,

que ocupam as regiões mais favoráveis no mapa de Ramachandran, é de aproximadamente 86%.

Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundária das estruturas 3D preditas estão

bem formadas (Tabela 10).

A Tabela 11, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões

de estruturas secundárias regulares da estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB

é 1ZDD e da estrutura 3D final predita (Figura 31D) pelo método desenvolvido. Os valores

obtidos mostram que as estruturas secundárias regulares estão bem formadas.

Figura 35 – Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteína

cujo código PDB é 1ZDD. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ZDD; (B)

estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD

encontrada durante a otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura

final obtida pelo método de predição.
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Tabela 10: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D preditas para

a proteína cujo código PDB é 1ZDD no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 87.10 12.90 0.00 0.00

B 83.90 12.90 3.20 0.00

C 87.10 9.70 3.20 0.00

D 87.10 12.90 0.00 0.00

Tabela 11: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1ZDD nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

4 - 14 0.60

20 - 30 0.40

A Figura 36 apresenta a relação RMSDversusEP das 1.000 conformações geradas durante

a execução do algoritmo de predição e que apresentam a menor EP. Através de sua análise, é

possível verificar que, embora determinada conformação possua um valor de RMSD baixo, o

valor de sua energia potencial pode ser alto. Isto, pode ocasionar uma decisão incorreta durante

a redução do intervalo.

Figura 36 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1ZDD.
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O algoritmo de otimização das regiões de volta alcançou o seu critério de parada (tamanho

do intervalo) após gerar 2.900 conformações. Por meio da análise dos resultados obtidos pela

execução do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados

ótimos quando a formação da estrutura secundária. E satisfatórios no que se refere à organiza-

ção das estruturas secundárias regulares no espaço 3D.

5.4 Estudo de caso 2: 1K43

No estudo de caso 2, realizou-se a predição da estrutura 3D aproximada da mini proteína

cujo código PDB é 1K43 [69], composta por 14 resíduos de aminoácidos e conhecida pelo

arranjo de duas estruturas secundárias em forma de folhasβ conectadas por uma volta (código

PDB: 1K43 - Figura 37A) [64].

Figura 37 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteína cujo código PDB é 1K43. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1K43;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da execução do
método de predição; (D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta. As cadeias
laterais foram removidas para facilitar a visualização.

A seqüência alvoK=RGKWTYNGITYEGR da proteína foi fragmentada em 10 fragmentos-

alvosi com tamanhol=5 resíduos de aminoácidos (Apêndice A, Tabela 32, coluna 1). Para cada

fragmento alvosi, foi realizada a busca por proteínas-molde no PDB (Apêndice A, Tabela 32,

coluna 3, apresenta o número de moldes identificados para cada fragmento alvosi). Eliminou-

se as proteínas cujas seqüências são idênticas ou muito similares à seqüência alvoK da proteína

de código PDB igual a 1K43, identificadas por: 1K43, 1J4M. Após obtidos os arquivos pdb das

proteínas-molde do PDB, são calculados os ângulos do aminoácido central de cada fragmento-

molde (Apêndice A, Tabela 32, coluna 2).
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A partir dos estados conformacionais adotados pelos fragmentos moldes (Apêndice A, Ta-

bela 32, coluna 4, 5 e 6), é possível estimar apriori a formação de duas folhasβ ligadas por

uma volta (Apêndice A, dos resíduos de aminoácidos RGKWT até WTYNG e de NGITY até

TYEGR). Nesta classificação, o estado conformacional de héliceα (h) compreende os resíduos

de aminoácidos nos estados "A", "a", "L", "l"e "p", o estado de folhaβ (b) compreende os

resíduos de aminoácidos em estados "B"e "b"e as regiões de volta (c) compreendem os resí-

duos de aminoácidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8 estados descrito na seção 4.3.6 e

baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentados na seção 4.3.8).

Os ângulos de torção de cada fragmentosi são agrupados (Apêndice F, Tabela 37). Para

cada grupo desi é calculada a média e o desvio padrão estimado.

A partir do valor médio e do valor de desvio padrão estimado é criado o intervalo de variação

de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado nos 8 estados

conformacionais. Posteriormente, é predita a estrutura secundária (ES) da seqüênciaK (Figura

38). Com base na ES é construída a conformação inicial, representada na forma de intervalos.

A Figura 37B apresenta a estrutura 3D obtida a partir do centro do intervalo da conformação

inicial representada por intervalos de variação angular.

Figura 38 – Predição da estrutura secundária da seqüência alvoK da proteína cujo código PDB é 1K43.
O consenso representa a estrutura secundária obtida pela análise simultânea da predição realizada pelo
método GOR3, PHD e SCRATCH.

As regiões de volta são otimizadas. A Figura 37C apresenta a estrutura 3D com menor

RMSD encontrada durante a otimização das regiões de volta. A Figura 37D apresenta a es-

trutura 3D final predita obtida como resultado final do método de predição. A conformação

final obtida (Figura 37D) pelo método de predição é a conformação de menor EP encontrada no

último passo de execução do algoritmo.

A Tabela 12 mostra o valor de RMSD e de EP das conformações preditas. A estrutura 3D

predita de menor RMSD em relação à estrutura 3D experimental, encontrada ao longo de todo

processo de otimização da região de volta, apresenta um valor de RMSD = 0.95Å(Figura 37C).

A estrutura de menor energia potencial, encontrada no último passo de execução do algoritmo,

apresenta um valor de RMSD = 1.28Å(Figura 37D). As estruturas 3D preditas da proteína de

código PDB igual a 1K43 apresentam valores de RMSD baixos em relação à estrutura 3D
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experimental. A organização das estruturas secundárias no espaço 3D e são bastante similares

à adotada pela estrutura nativa da proteína.

Tabela 12: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1K43.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 1.37 141.91

C 0.95 1047.67

D 1.28 -40.21

No entanto, conforme pode ser observado na Figura 37 (A, B ,C e D), as regiões de estruturas

regulares em forma de folhasβ, não estão suficientemente próximas para a formação de ligações

de hidrogênio. São estas ligações as responsáveis por formar as folhasβ antiparelas presentes

na estrutura 3D da proteína.

É possível comprovar a não formação das ligações de hidrogênio a partir da análise das con-

formações preditas. Apesar, dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D preditas ocuparem

as regiões permitidas do mapa de Ramachandran (Figura 39, Tabela 13), as estruturas em folha

β não estão totalmente formadas (Tabela 15).

Figura 39 – Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteína
cujo código PDB é 1K43. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1K43; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predição.
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Tabela 13: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D das confor-

mações preditas para a proteína cujo código PDB é 1K43 no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 66.70 33.30 0.00 0.00

B 100.00 0.00 0.00 0.00

C 100.00 0.00 0.00 0.00

D 100.00 0.00 0.00 0.00

A Tabela 14, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões

de estruturas secundárias regulares da estrutura 3D experimental e da estrutura 3D final predita

(Figura 37D).

Tabela 14: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1K43 nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

3 - 6 0.90

9 - 12 1.64

De forma similar ao que foi observado no estudo de caso 1, choques estereoquímicos entre

átomos da cadeia lateral e de átomos da cadeia principal causam distorções no valor de EP de

cada conformação, isto, vem a ocasionar situações em que conformações preditas apresentam

valores de RMSD baixos, porém energia potencial elevada (Figura 40). Desta forma, durante a

execução do algoritmo de otimização das regiões de volta, podem estar sendo tomadas decisões

incorretas para a redução do intervalo.

Tabela 15: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é 1K43.

(A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1K43; (B) estrutura 3D predita,

obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de

variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execução

do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do

método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 6 (42.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 8 (57.1%) 14

B 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 14 (100.0%) 14

continua na próxima página
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Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

C 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (21.4%) 11 (78.6%) 14

D 4 (28.6%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 10 (71.4%) 14

Figura 40 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1K43.

O algoritmo de otimização das regiões de volta alcançou o seu critério de parada (tamanho

do intervalo) após gerar 2.900 conformações. Por meio da análise dos resultados obtidos pela

execução do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados

satisfatórios quando a formação da estrutura secundária. E resultados ótimos no que se refere à

organização das estruturas secundárias regulares no espaço 3D.

5.5 Estudo de caso 3: 1ROP

No estudo de caso 3, testou-se o método desenvolvido na predição da estrutura 3D apro-

ximada da proteína cujo código PDB é 1ROP [5], composta por 54 resíduos de aminoácidos

e conhecida pelo arranjo de duas estruturas secundárias em forma de héliceα conectadas por

uma volta (código PDB: 1ROP - Figura 41A).

A seqüência alvoK=FMTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADEQADICESLH

DHADELYRSCLA é fragmentada em 52 fragmentos-alvosi de tamanhol=5 resíduos de ami-

noácidos (Apêndice B, Tabela 33, coluna 1). Para cada fragmento alvosi, foi realizada a busca

por proteínas-molde no PDB (Apêndice B, Tabela 33, coluna 3, apresenta o número de mol-

des identificados para cada fragmento alvosi). Eliminou-se as proteínas cujas seqüências são
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idênticas ou muito similares à seqüência alvoK da proteína de código PDB igual a 1ROP,

identificados por: 1ROP, 1B6Q, 1GMG, 1RPR, 2GHY, 1GTO, 1RPO, 1NKD, 1YO7, 1QX8,

1F4M, 1F4N. Após obtidos os arquivospdbsdo PDB, são calculados os ângulos de torção do

aminoácido central de cada fragmento-molde (Apêndice B, Tabela 33, coluna 2).

Figura 41 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteína cujo código PDB é 1ROP. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ROP;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da execução do
método de predição; (D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta. As cadeias
laterais foram removidas para facilitar a visualização.

O Apêndice B, Tabela 33, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde asso-

ciadas a cada um dos três estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificação, o estado

conformacional de héliceα (h) compreende os resíduos de aminoácidos nos estados "A", "a",

"L", "l"e "p", o estado de folhaβ (b) compreende os resíduos de aminoácidos em estados "B"e

"b"e as regiões de volta (c) compreendem os resíduos de aminoácidos em estado "c"(seguindo

o modelo de 8 estados descrito na seção 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos

apresentados na seção 4.3.8).

Os ângulos de torção de cada fragmentosi são agrupados em 4 grupos. Para cada grupo

de si é calculada a média e o desvio padrão estimado. O Apêndice G, Tabela 38 apresenta o

resultado obtido com o agrupamento das tuplas-molde de cada fragmentosi.

A partir do valor médio e do valor de desvio padrão estimado de cada grupoki desi é criado

o intervalo de variação de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo

é rotulado nos 8 estados conformacionais. Posteriormente, é predita a estrutura secundária

(ES) da seqüência-alvoK (Figura 42). Com base na ES é construída a conformação inicial,

representada na forma de intervalos. A Figura 41B apresenta a conformação obtida a partir do

centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de variação angular.
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Figura 42 – Predição da estrutura secundária da seqüência-alvoK da proteína cujo código PDB é 1ROP.

O consenso representa a estrutura secundária obtida pela análise simultânea da predição realizada pelo

método DSC, HNNC e Predator.

As regiões de volta são otimizadas. A Figura 41C apresenta a estrutura 3D com menor

RMSD encontrada durante a execução do algoritmo de otmização das regiões de volta. A Figura

41D apresenta a estrutura 3D final predita obtida como resultado final do método de predição.

A Tabela 16 apresenta o valor EP e de RMSD das conformações preditas. A estrutura

predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo de todo

processo de otimização da região de volta, apresenta um valor de RMSD = 6.03Å(Figura 41C).

A estrutura de menor energia, encontrada no último passo de execução do algoritmo, apresenta

um valor de RMSD = 6.69Å(Figura 41D).

Tabela 16: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ROP.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 5.15 32983.35

C 6.03 1276.34

D 6.692 1267.78

Ao analisar a qualidade da estrutura secundária, é possível verificar que a formação da

estrutura secundária das estruturas 3D preditas é idêntica à da estrutura 3D experimental da

proteína-alvo (Tabela 17).
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Tabela 17: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é 1ROP.

(A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ROP; (B) estrutura 3D predita,

obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de

variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execução

do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do

método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 0 (0.0%) 50 (89.3%) 0 (0.0%) 6 (10.7%) 56

B 0 (0.0%) 50 (89.3%) 0 (0.0%) 6 (10.7%) 56

C 0 (0.0%) 50 (89.3%) 0 (0.0%) 6 (10.7%) 56

D 0 (0.0%) 50 (89.3%) 0 (0.0%) 6 (10.7%) 56

A Figura 43 apresenta a relação EPversusRMSD das 1.000 conformações geradas, durante

a execução do algoritmo, que apresentam a menor EP. De forma semelhante, aos resultados ob-

tidos nos estudos de caso anteriores é possível verificar que, embora determinada conformação

predita possua um valor de RMSD baixo, o valor de sua energia potencial pode ser alta.

Figura 43 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1ROP.

A Tabela 18, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões de

estruturas secundárias regulares da estrutura 3D experimental e da estruturas 3D final predita

(Figura 41D). Os valores encontrados demonstram que as estruturas secundárias preditas estão

bastante similares com às da estrutura 3D experimental da proteína-alvo.
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Tabela 18: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1ROP nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

3 - 28 0.90

32 - 54 0.80

Os mapas de Ramachandran da Figura 44 (A, B, C e D) demonstram que os resíduos de

aminoácidos das estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regiões similares às ocu-

padas na estrutura 3D experimental da proteína-alvo. A porcentagem média de resíduos de

aminoácidos das estruturas 3D preditas, que ocupam as regiões mais favoráveis no mapa de Ra-

machandran, é de aproximadamente 94,40%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura

secundária das estruturas 3D preditas estão bem formadas (Tabela 19).

Figura 44 – Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteína

cujo código PDB é 1ROP. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1ROP; (B)

estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD

encontrada durante a otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura

final obtida pelo método de predição.
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Tabela 19: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D das confor-

mações preditas para a proteína cujo código PDB é 1ROP no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 98.10 1.90 0.00 0.00

B 94.40 5.60 0.00 0.00

C 94.40 3.70 1.90 0.00

D 94.40 3.70 1.90 0.00

Ao longo de toda a execução do algoritmo de otimização das regiões de volta foram geradas

2.300 conformações (momento em que atinge o critério de parada). Por meio da análise dos

resultados obtidos pela execução do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas

apresentam resultados ótimos quando a organização das estruturas secundárias no espaço 3D e

resultados ótimos no que se refere a formação das estruturas secundárias regulares.

5.6 Estudo de caso 4: 1GB1

No estudo de caso 4, realizou-se a predição da estrutura 3D aproximada da proteína cujo

código PDB é 1GB1 [32], composta por 56 resíduos de aminoácidos e pertencente à classe das

proteínasα/β [64] (código PDB: 1GB1 - Figura 45A).

Figura 45 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas
da proteína cujo código PDB é 1GB1. (A) estrututura 3D experimental da proteína cujo código PDB
é 1GB1; (B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C)
estrutura 3D predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da
execução do método de predição; (D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta.
As cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualização.
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A seqüência alvoK=MTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDG-

EWTYDDATKTFTVTE foi fragmentada em 54 fragmentos-alvosi de tamanhol=5 resíduos

de aminoácidos (Apêndice C, Tabela 34, coluna 1). Para cada fragmentos-alvosi, foi realizada

a busca por proteínas-molde no PDB (Apêndice C, Tabela 34, coluna 3, apresenta o número de

moldes identificados para cada fragmento alvosi). Eliminou-se as proteínas cujas seqüências

são idênticas ou muito similares à seqüência alvoK da proteína-alvo, identificados por: 1GB1

2GB1, 1PGA, 1PGB, 3GB1, 1GB4, 2IGG, 1QKZ, 1PGX, 1UWX, 2PLP, 1FD6, 1Q10, 1MPE,

1MVK, 1FCC, 1P7E, 1P7F, 2OED, 1FCL, 2IGH, 1IGD, 1IGC, 2IGD, 2NMQ, 1EM7, 1MHX,

1MI0, 2I2Y, 2I38, 1PN5, 1IBX, 2CWB, 2DEN, 2GI9.

Obtidos os arquivospdbsdo PDB, são calculados os ângulos de torção do aminoácido cen-

tral dos fragmentos-molde (Apêndice C, Tabela 34, coluna 2). Os ângulos de torção de cada

fragmentosi são agrupados (Apêndice H, Tabela 39). Os intervalos são construídos. A partir

da predição da estrutura secundária (Figura 46) é construída a conformação representada por

intervalos de ângulos de torção. A Figura 45B apresenta a estrutura predita a partir do meio do

intervalo da conformação inicial representada por intervalos.

Figura 46 – Predição da estrutura secundária da seqüência-alvoK da proteína cujo código PDB é 1GB1.

O método MLRC utiliza os métodos GOR4, SIMPA96 e SOPMA para fazer a predição da estrutura

secundária. O consenso representa a estrutura secundária predita pelo método MLRC.

As regiões de volta são otimizadas. A Figura 45C apresenta a estrutura com menor RMSD

encontrada durante a execução do algoritmo de otimização de voltas. A Figura 45D apresenta

a estrutura final predita pelo método desenvolvido. A Tabela 20 apresenta o valor de RMSD

e de energia potencial das conformações preditas. A estrutura predita com menor RMSD em

relação a estrutura experimental, encontrada ao longo de todo processo de otimização da região

de volta, apresenta RMSD = 9.25 (Figura 45C). A estrutura de menor energia encontrada no

último passo de execução apresenta um valor de RMSD = 11.18Å (Figura 45D).

Analisando as conformações preditas, demonstradas na Figura 45, é possível verificar que a

estrutura secundária em forma de héliceα está bem formadas. Porém, as estruturas secundárias

em forma de folhasβ não estão formadas, apesar de os aminoácidos das estruturas preditas es-

tarem em posições semelhantes às da estrutura experimental no mapa de Ramachandran (Figura

47 e Tabela 21).
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Tabela 20: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GB1.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 12.31 13480000000000.00

C 9.25 684400000000.00

D 11.18 201026141.36

Figura 47 – Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteína

cujo código PDB é 1GB1. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GB1; (B)

estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD

encontrada durante a otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura

final obtida pelo método de predição.
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Tabela 21: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D das confor-

mações preditas para a proteína cujo código PDB é 1GB1 no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 84.00 16.00 0.00 0.00

B 68.00 24.00 0.00 8.00

C 68.00 24.00 4.00 6.00

D 66.00 24.00 2.00 8.00

A Tabela 22 descreve a formação das estruturas secundárias. Conforme pode ser obser-

vado, as estruturas secundárias em forma de folhaβ não foram obtidas pela não formação de

ligações de hidrogênio. No entando a estrutura secundária em forma de héliceα está formada

adequadamente.

A Figura 48 apresenta a relação EPversusRMSD das 1.000 conformações geradas, du-

rante a execução do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosão da EP

desencadeou uma série de perturbações na forma de redução dos intervalos de variação angular.

Fazendo com que, as regiões de resíduos de aminoácidos referentes à folhasβ) não puderam

estar próximas o suficiente para formar ligações de hidrogênio. Estas ligações são necessárias

para a estabilização e formação das estruturas regulares em forma de folhaβ.

A Tabela 23, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões

de estruturas secundárias regulares da estrutura 3D experimental e da estrutura 3D final predita

(Figura 45D). A partir dos resultados obtidos, é possível verificar que as regiões estão bastante

similares, exceto na região formada pelo intervalo 18-33 onde se observa um valor de RMSD =

4.77Å.

Tabela 22: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é 1GB1.

(A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GB1; (B) estrutura 3D predita,

obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de

variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execução

do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do

método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 20 (35.7%) 13 (23.2%) 0 (0.0%) 23 (41.1%) 56

B 0 (0.0%) 16 (28.6%) 3 (5.4%) 37 (66.1%) 56

C 0 (0.0%) 17 (30.4%) 3 (5.4%) 36 (64.3.6%) 56

D 0 (0.0%) 16 (28.6%) 3 (54.4%) 37 (66.1%) 56



107

Figura 48 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1GB1.

Tabela 23: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1GB1 nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

3 - 8 0.22

18 - 33 4.77

42 - 45 0.20

50 - 54 1.06

O algoritmo de otimização das regiões de volta alcançou o seu critério de parada (tamanho

do intervalo) após gerar 4.600 conformações. Por meio da análise dos resultados obtidos pela

execução do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados

regulares quanto à organização das estruturas secundárias no espaço 3D e resultados satisfa-

tórios no que se refere a formação das estruturas secundárias do tipo héliceα. As estruturas

secundárias em forma de folhaβ não foram formadas devido a não formação de ligações de

hidrogênio entre regiões próximas da cadeia polipeptídica.
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5.7 Estudo de caso 5: 1GBA

No estudo de caso 5, realizou-se a predição da estrutura 3D aproximada da proteína cujo

código PDB é 1GAB [55], composta por 53 resíduos de aminoácidos (código PDB: 1GAB -

Figura 37A).

Figura 49 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas
da proteína cujo código PDB é 1GAB. (A) estrututura 3D experimental da proteína cujo código PDB
é 1GAB; (B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C)
estrutura 3D predita com menor RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da
execução do método de predição; (D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta.
As cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualização.

A seqüência alvoK=TIDQWLLKNAKEDAIAELKKAGITSDFYFNAINKAKTVEEVNA

LKNEILKAHA é fragmentada em 49 fragmentos-alvosi de tamanhol=5 resíduos de aminoá-

cidos (Apêndice D, Tabela 35, coluna 1). Para cada fragmento alvosi, foi realizada a busca por

proteínas-molde no PDB. O Apêndice D, Tabela 35, coluna 3 apresenta o número de moldes

identificados para cada fragmento molde. Eliminou-se as proteínas cujas seqüências são idênti-

cas ou muito similares à seqüência alvoK, identificadas por: 1GAB, 2J5Y, 1GSJ, 1F6G, 1FFK,

1JQ1, 1LRP, 1MI6, 1ML5, 1PNU, 1POS, 1PQV, 1XI4, 2OCW, 4CRO.

Após obter os arquivos pdbs do PDB são calculados os ângulos de torção do aminoácido

central de cada fragmento-molde (Apêndice D, Tabela 35, coluna 3). O Apêndice D, Tabela

35, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde associadas a cada um dos três

estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificação, o estado conformacional de héliceα

(h) compreende os resíduos de aminoácidos nos estados "A", "a", "L", "l"e "p", o estado de

folha β (b) compreende os resíduos de aminoácidos em estados "B"e "b"e as regiões de volta

(c) compreendem os resíduos de aminoácidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8 estados

descrito na seção 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentados na seção

4.3.8).
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Os ângulos de torção de cada fragmentosi são agrupados (Apêndice I, Tabela 40). A partir

do valor médio e do valor de desvio padrão estimado de cada grupoki desi é criado o intervalo

de variação de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado

em um dos 8 estados conformacionais. A estrutura secundária é predita para a seqüência-

alvo K (Figura 50). A partir do resultado da predição da estrutura secundária é construída a

conformação inicial representada na forma de intervalos. A Figura 49B apresenta a estrutura

3D obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por intervalos de

variação angular.

Figura 50 – Predição da estrutura secundária da seqüência-alvoK da proteína cujo código PDB é 1GAB.

O consenso representa a estrutura secundária obtida pela análise simultânea da predição realizada pelo

método MLRC, PHD e Predator.

As regiões de volta são otimizadas. A Figura 49C apresenta a estrutura 3D com menor

RMSD encontrada durante a execução do algoritmo de otimização das regiões de volta. A Fi-

gura 49D apresenta a estrutura 3D final predita pelo método de predição. A Tabela 24 apresenta

o valor de EP e de RMSD das conformações preditas. A estrutura 3D com menor RMSD, em

relação à estrutura 3D experimental, encontrada ao longo de todo o processo de otimização das

regiões de volta possui um valor de RMSD = 9.56Å. A estrutura final predita pelo algoritmo

apresenta um valor de RMSD = 11.91 (Figura 49D).

Tabela 24: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GAB.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 13.57 223170.63

C 9.56 5460000000000.00

D 11.91 154263.98
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Os mapas de Ramachandran da Figura 51 (A, B, C e D) demonstram que os resíduos de

aminoácidos das estruturas 3D preditas se encontram em regiões similares às ocupadas na es-

trutura 3D experimental. A porcentagem média de resíduos de aminoácidos das estruturas 3D

preditas, que ocupam as regiões mais favoráveis no mapa de Ramachandran, é de aproximada-

mente 78,53%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundária das estruturas 3D

preditas estão bem formadas (Tabela 25).

Figura 51 – Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteína

cujo código PDB é 1GAB. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GAB; (B)

estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD

encontrada durante a otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura

final obtida pelo método de predição.

A Tabela 26 descreve a formação das estruturas secundárias. Conforme pode ser observado,

as estruturas secundárias em forma de héliceα estão bem formadas.
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Tabela 25: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D das confor-

mações preditas para a proteína 1GAB no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 80.00 18.00 2.00 0.00

B 78.00 12.00 8.00 2.00

C 78.00 10.00 10.00 2.00

D 79.60 10.20 6.10 4.10

Tabela 26: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é

1GAB. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1GAB; (B) estrutura

3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por in-

tervalos de variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da

execução do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado

final do método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 0 (0.00%) 35 (66.00%) 4 (7.50%) 14 (26.40%) 53

B 0 (0.00%) 40 (75.50%) 0 (0.00%) 13 (24.50%) 53

C 0 (0.00%) 40 (75.50%) 0 (0.00%) 13 (24.50%) 53

D 0 (0.00%) 39 (73.60%) 0 (0.00%) 14 (26.40%) 53

A Tabela 27, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões

de estruturas secundárias regulares da estruturas 3D experimental e da estrutura 3D final pre-

dita (Figura 49 D) pelo algoritmo de predição. Os valores obtidos mostram que as estruturas

secundárias regulares estão bem formadas, especialmente na região 27 - 33 e na região 37 - 52.

Tabela 27: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1GAB nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

4 - 20 3.15

27 - 33 0.36

37 - 52 1.05
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A Figura 56 apresenta a relação EPversusRMSD das 1.000 conformações geradas, durante

a execução do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosão da EP pode

ter desencadeado uma série de perturbações na forma de redução dos intervalos de variação

angular, fazendo com que a redução do intervalo fosse afetada.

Figura 52 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1GAB.

Ao longo da execução do algoritmo de otimização das regiões de volta foram geradas 3.800

conformações (momento em que atinge o critério de parada). Por meio da análise dos resul-

tados obtidos pela execução do método de predição verifica-se que as estruturas 3D preditas

apresentam resultados regulares quando a organização das estruturas secundárias no espaço 3D

e resultados ótimos no que se refere a formação das estruturas secundárias regulares em forma

de folhaβ.

5.8 Estudo de caso 6: 1UTG

No estudo de caso 6, testou-se o método desenvolvido na predição da estrutura 3D aproxi-

mada da proteína 1UTG [61], composta por 70 resíduos de aminoácidos (código PDB: 1UTG -

Figura 53 A).

A seqüência alvoK=GICPRFAHVIENLLLGTPSSYETSLKEFEPDDTMKDAGMQMKK

VLDSLPQTTRENIMKLTEKIVKSPLCM foi fragmentada em 66 fragmentossi ( Apêndice E,

Tabela 36, coluna 1). Para cada fragmento alvosi, foi realizada a busca por proteínas moldes no

PDB (Apêndice E, Tabela 36, coluna 3, apresenta o número de moldes identificados para cada

fragmento alvosi). Eliminou-se os arquivospdbsque possuem seqüências idênticas ou muito

similares à seqüência alvoK da proteína 1UTG, identificados por: 1UTG, 2UTG e 1UTR.
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Figura 53 – Representação do tipoRibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteína 1UTG. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1UTG; (B) estrutura 3D
predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial; (C) estrutura 3D predita com menor
RMSD em relação a estrutura experimental, encontrada ao longo da execução do método de predição;
(D) estrutura 3D predita obtida após a otimização da região de volta. As cadeias laterais foram removidas
para facilitar a visualização.

Os ângulos de torção das proteínas-molde são calculados (Apêndice E, Tabela 36, coluna

2). O Apêndice E, Tabela 36, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde asso-

ciadas a cada um dos três estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificação, o estado

conformacional de héliceα (h) compreende os resíduos de aminoácidos nos estados "A", "a",

"L", "l"e "p", o estado de folhaβ (b) compreende os resíduos de aminoácidos em estados "B"e

"b"e as regiões de volta (c) compreendem os resíduos de aminoácidos em estado "c"(seguindo

o modelo de 8 estados descrito na seção 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos

apresentados na seção 4.3.8).

Os ângulos de torção de cada fragmentosi são agrupados (Apêndice J, Tabela 41). A partir

do valor médio e do valor de desvio padrão estimado de cada grupoki desi é criado o intervalo

de variação de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado

em um dos 8 estados conformacionais.

A partir da predição da estrutura secundária (Figura 54) é construída a conformação repre-
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sentada por intervalos de ângulos de torção. A Figura 53B apresenta a estrutura predita a partir

do meio do intervalo da conformação inicial representada por intervalos.

Figura 54 – Predição da estrutura secundária para a seqüência alvoK da proteína 1UTG (PDB ID:

1UTG).

As regiões de volta são otimizadas. A Figura 53C apresenta a estrutura 3D com menor

RMSD encontrada durante a execução do algoritmo de otimização das regiões de volta. A Fi-

gura 53D apresenta a estrutura 3D final predita pelo método de predição. A Tabela 28 apresenta

o valor de EP e de RMSD das conformações preditas.

Tabela 28: Valor de energia potencial (Kcal.mol−1) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD

(Å) do Cα em relação à estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1UTG.

Estrutura predita RMSD(Å) EP( Kcal.mol−1)

B 26.23 4656.80

C 23.53 4469.70

D 23.90 4510.10

A Tabela 29 descreve a formação das estruturas secundárias. Conforme pode ser observado,

as estruturas secundárias em forma de héliceα estão bem formadas.
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Tabela 29: Estrutura secundária das estruturas 3D preditas da proteína cujo código PDB é

1UTG. (A) estrutura 3D experimental da proteína cujo código PDB é 1UTG; (B) estrutura

3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformação inicial representada por in-

tervalos de variação angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da

execução do método de otimização da região de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado

final do método de predição.

Estrutura Folha β Hélice α Hélice α 310 Outras Total resíduos

A 0 (0.00%) 50 (71.40%) 3 (4.30%) 17 (24.30%) 70

B 0 (0.00%) 41 (58.60%) 5 (7.10%) 24 (34.30%) 70

C 0 (0.00%) 41 (58.60%) 5 (7.10%) 24 (34.30%) 70

D 0 (0.00%) 41 (58.60%) 5 (7.10%) 24 (34.30%) 70

A Tabela 30, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição das regiões de

estruturas secundárias regulares da estruturas 3D experimental e da estrutura 3D predita (Figura

53 D). Os valores obtidos mostram que as estruturas secundárias regulares estão bem formadas.

Tabela 30: Valor de RMSD do Cα da estrutura 3D final predita em relação à estrutura 3D expe-

rimental da proteína cujo código PDB é 1UTG nas regiões de estruturas secundárias regulares.

Intervalo de aminoácidos (i-j) RMSD C α(Å)

4 - 14 0.70

19 - 27 1.19

32 - 46 0.55

50 - 64 1.42

Os mapas de Ramachandran da Figura 55 demonstram que os resíduos de aminoácidos das

estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regiões similares às ocupadas na estrutura 3D

experimental (A). A porcentagem média de resíduos de aminoácidos das estruturas 3D preditas,

que ocupam as regiões mais favoráveis no mapa de Ramachandran, é de aproximadamente

81,66%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundária das estruturas 3D preditas

estão bem formadas (Tabela 31).
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Figura 55 – Mapas de Ramachandran da estrutura experimental e das estruturas preditas da proteína

1UTG. (A) 1UTG experimental; (B) 1UTG predita obtida a partir do meio do intervalo.

Tabela 31: Análise da localização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D das confor-

mações preditas para a proteína cujo código PDB é 1UTG no mapa de Ramachandran.

Estrutura Mais favorável (%) Favorável (%) Aceitável (%) Não aceitável (%)

A 96.70 3.30 0.00 0.00

B 81.00 13.80 3.40 1.70

C 82.00 16.40 1.60 0.00

D 82.00 14.80 3.30 0.00

A Figura 56 apresenta a relação EPversusRMSD das 1.000 conformações geradas, durante

a execução do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosão da EP pode
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ter desencadeado uma série de perturbações na forma de redução dos intervalos de variação

angular, fazendo com que a redução do intervalo fosse afetada.

Figura 56 – Gráfico de energiaversusRMSD. Relação entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformações com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predição para a proteína cujo código PDB é
1UTG.

Nete estudo de caso foram geradas 4.000 conformações. Por meio da análise dos resultados

obtidos pela execução do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam

resultados não satisfatórios quanto à organização das estruturas secundárias no espaço 3D e

resultados satisfatórios no que se refere a formação das estruturas secundárias do tipo héliceα.

5.9 Tempo de processamento

Após obter as proteínas-modelo do PDB, as conformações iniciais representadas por inter-

valos de variação angular de cada proteína-alvo foram construídas em poucos minutos (menos

de 5 minutos). A etapa de redução do intervalo buscando a otimização das regiões de volta

foram as que demandaram maior rempo de processamento. Paras as proteínas com uma única

estrutura irregular (Código PDB: 1ZDD, 1ROP, 1K43) foram necessárias de 24 a 48 horas para

que o algoritmo de predição atingisse o critério de parada. Para as proteínas com mais regiões

de volta esse tempo de processamento aumenta, para as proteínas cujo código PDB é 1GB1,

1GAB e 1UTG foram necessárias de 48 a 96 horas para que o algoritmo atingisse o critério de

parada.
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5.10 Resumo do capítulo

Neste capítulo foram apresentados os testes realizados com o método de predição desen-

volvido. Foi também realizada a análise da qualidade das conformações que foram preditas.

No próximo capítulo são feitas as considerações finais do trabalho realizado juntamente com a

avaliação geral dos resultados obtidos com o método de predição.
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6 Considerações finais

A predição da estrutura 3D de uma proteína é atualmente um dos maiores problemas da

Bioinformática Estrutural. O principal desafio é compreender como a informação codificada na

seqüência linear de aminoácidos (estrutura primária) traduz-se na estrutura 3D (estrutura terciá-

ria) de uma proteína, e a partir deste conhecimento, desenvolver metodologias computacionais

que possam predizer, de forma correta, a estrutura nativa e funcional da proteína. Ao longo dos

anos, muitas metodologias e algoritmos foram propostos buscando resolver este problema com-

plexo. Métodos baseados em conhecimento e métodosab initio foram propostos. No entanto,

limitações impostas pelo tamanho do espaço de busca conformacional (ab initio e de novo) e

pela impossibilidade de obtenção de novas formas de enovelamento (Modelagem comparativa

por homologia e via alinhavamento) ainda impedem que o problema da predição tenha uma

solução.

Nesta dissertação foi apresentado um novo método para a predição computacional da es-

trutura 3D aproximada de polipeptídeos. O método proposto agrega princípios dos métodos de

prediçãode novoe de modelagem comparativa por homologia, beneficiando-se da capacidade

de predição de novas formas de enovelamento e da alta acurácia nas predições, respectivamente.

A construção de intervalos de variação angular para representar as torções dos ângulos diedros

(φ e ψ) de todos os resíduos de aminoácidos da cadeia principal do polipeptídeo-alvo, reduz

drasticamente o espaço de busca conformacional. Este problema esta presente nos métodos

puramenteab initio e em grande parte dos métodosde novo. Ao criar um intervalo fechado

de variação para cada ângulo diedro de um resíduo de aminoácido de um polipeptídeo-alvo

limita-se os possíveis estados conformacionais que este resíduo de aminoácido pode assumir.

O agrupamento das tuplas de ângulos de torção de proteínas-molde permite identificar a região

no mapa de Ramachandran onde estas estão mais concentradas. A partir desta informação,

é possível estimar a conformação que o polipeptídeo-alvo estará assumindo. A predição da

estrutura secundária permite a escolha correta dos intervalos de ângulos de torção que represen-

tarão as torções de cada resíduo de aminoácido. Com isto, é possível construir a conformação

representada por intervalos de variação angular.

Nos métodosde novo, um dos principais problemas é atuar na combinação adequada dos

fragmentos. No método desenvolvido este problema não existe devido a forma em que a infor-

mação das proteínas-molde é obtida e à forma que a conformação da proteína-alvo é construída.

Esta forma de construção é que possibilita que novas formas de enovelamento sejam preditas.

Ao analisar os resultados obtidos, com o método de predição desenvolvido, é possível veri-

ficar que em termos de formação das estruturas secundárias regulares em forma de héliceα, o
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método apresenta resultados bastante satisfatórios. A formação de folhasβ, em alguns casos,

não ocorreram pela não formação de ligações de hidrogênio. No entanto, ao comparar a loca-

lização dos resíduos de aminoácidos das estruturas 3D preditas e da estrutura 3D experimental

no mapa de Ramachandran é possível verificar que as estruturas obtidas ocupam regiões muito

próximas às ocupadas pela estrutura 3D experimental. Isto mostra, que as estruturas na forma

de folhasβ somente não foram formadas, em alguns casos, devido à sua organização inade-

quada no espaço 3D. Esta desorganização ocorreu por problemas na modelagem das regiões

de volta. Por serem estruturas irregulares, as regiões de voltas são as mais difíceis de serem

preditas. Mesmo seguindo o conjunto de regras criado, o algoritmo de predição, para alguns

casos, não obteve resultados satisfatórios na modelagem das regiões de volta.

Um dos possíveis problemas enfrentados durante a redução do intervalo nas regiões de volta

são os choques estérioqupimicos entre átomos da cadeia lateral do polipeptídeo. Conforme ob-

servado durante a execução do algoritmo de redução do intervalo das regiões de volta, este

problema veio a provocar tomadas de decisões incorretas para determinar a forma de redução

do intervalo. Este problema apresentou-se como um empecilho para que qualidade das predi-

ções realizadas pelo método não fossem melhores. Entretanto ao comparar os resultados obtidos

pelo algoritmo de predição com os resultados do CASP VI verifica-se que os melhores métodos

de prediçãode novoapresentam valores de RMSD variando entre 4.00Å e 6.00Å na predição

de proteínas com até 200 resíduos de aminoácidos [63], o que é um valor compatível com as

predições realizadas pelo método desenvolvido. Na versão do CASP VII (2006), o método

ROSETTA, para proteínas de até 200 resíduos de aminoácidos, obteve-se resultados de RMSD

entre o Cα da estrutura predita e da estrutura experimental, na faixa de 1.40 Åà 5.10 Å(Figura 5

- Examples of successful free modelling predictionsencontrada em [19]). Experimentos reali-

zados por Cutelloet. al [18] na predição da estrutura 3D da proteína 1ZDD e 1ROP obtiveram

estruturas com variação de 2.00Å à 6.00Å, o que são valores de RMSD compatíveis com os

valores encontrados nas predições realizadas pelo método desenvolvido.

Um outro ponto a ser destacado é o tempo de processamento demandado pelo método de

predição desenvolvido e o tempo gasto pelos métodos de predição existentes. No CASP VII, por

exemplo, o método ROSETTA, contava com uma infraestrutura computacional de 140.000 com-

putadores, com aproximadamente 65.000 computadores para serem utilizados em um mesmo

tempo. Esta estrutura, representa uma capacidade de processamento de 37 TFlops, o que possi-

bilitou que as predições de estruturas 3D de cada proteína testada fossem feitas em aproxima-

damente 500.000 horas de processamento [19]. O algoritmo de predição desenvolvido por sua

vez, obteve resultados satisfatórios em um espaço de tempo muito inferior aos descritos acima

para proteínas de similar número de resíduos de aminoácidos. A necessidade de uma plataforma

computacional de baixo custo é outro ponto positivo no método de predição desenvolvido. En-

quanto os demais métodos de predição utilizam plataformas de alto desempenho e de elevado

custo, os testes desenvolvidos com o método de predição desenvolvido foram realizados com

sucesso utilizando apenas um computador do tipo PC.
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Apesar dos choques estereoquímicos entre os átomos afetarem a qualidade das estruturas

3D preditas, estas ainda se apresentam como um bom ponto de partida para refinamentos por

métodos de mecânica molecular. Uma estratégia de refinamento das estruturas 3D aproximadas

preditas pelo método desenvolvido poderia em pouco espaço de tempo, aumentar a qualidade

das predições. Além disto, estas estruturas servindo como ponto de partida para métodos pu-

ramenteab initio, podem inferir numa redução drástica do espaço de busca conformacional, o

qual, é um grande problema nestes métodos de predição.

O método de predição desenvolvido consegue gerar em um curto espaço de tempo estruturas

3D aproximadas da estrutura 3D experimental. Atualmente, não existe nenhuma metodologia

computacional que consiga predizer estruturas 3D exatas às estruturas 3D experimentais. Desta

forma, considera-se que método desenvolvido tem uma boa acurácia em comparação com os

atuais métodos, sendo ainda uma das caracteristicas positivas o fato de consumir pouco tempo

para realizar as predições.

6.1 Principais contribuições

As principais contribuições do presente trabalho foram:

• O desenvolvimento de um novo método para prediçãoin sílico da estrutura 3D aproxi-

mada de polipeptídeos;

• A identificação de formas para obtenção e utilização de informações de estruturais 3D

experimentais de proteínas;

• A identificação de estratégias para redução do espaço conformacionail, através da cons-

trução de conformações aproximadas de polipeptídeos;

• O desenvolvimento de formas de representação da estrutura 3D de um polipeptídeo na

forma de intervalos de variação angular;

• O desenvolvimento de uma estratégia para redução dos intervalos de variação angular

objetivando a otimização das regiões de volta da estrutura inicial predita.

• A publicação de dois artigos científicos em eventos:

– Artigo 1:

Título: CReF: A central-residue-fragment-based method for predicting approximate

3-D polypeptides structures.

Publicação em:Proceedings of the 23th ACM SAC 2008, Annual ACM Symposium

on Applied Computing.

Ano: 2007 (aceitação), 2008 (publicação).
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Tipo: artigo completo.

Qualificação CAPES:Congresso Internacional A (CIA) para a área da computação.

Citação: DORN, M. ; SOUZA, O. Norberto . CReF: A central-residue-fragment-

based method for predicting approximate 3-D polypeptides structures. In: Annual

ACM Symposium on Applied Computing, 2007, Fortaleza. Proceedings of the 23th

ACM SAC 2008, 2008.

– Artigo 2:
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6.2 Trabalhos futuros

Os trabalhos futuros decorrentes desta dissertação estão focados:

• Na análise de estratégias para amenizar o problema do aumento da energia potencial,

decorrente do choque entre átomos, buscando aumentar a acurácia das predições. A reso-

lução deste problema pode fazer com que o algoritmo de otimização das regiões de volta

consiga proceder de forma correta a redução dos intervalos, e com isto possa melhorar a

qualidade das predições;

• No desenvolvimento de novas estratégias para modelar as regiões de estruturas irregula-

res. Novos critérios para escolha dos grupos que representam os resíduos de aminoácidos

das regiões de estruturas irregulares considerando a acessibilidade de solvente e o empa-

cotamento das estruturas regulares podem ser considerados. Com isto, poderia haver uma

melhora na modelagem das regiões de volta;

• No estudo do desenvolvimento de novos algoritmos de clusterização e formas de trata-

mento das informações obtidas de proteínas-molde;

• No desenvolvimento de técnicas para refinamento da estrutura 3D final predita pelo mé-

todo. Como por exemplo, o desenvolvimento de protocolos de refinamento para métodos

de dinâmica molecular.
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APÊNDICE A – Dupletos moldes da proteína 1K43

Tabela 32: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB
igual a 1K43 nos três estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

RGKWT K 5 40.00 60.00 0.00

GKWTY W 10 20.00 80.00 0.00

KWTYN T 16 87.50 12.50 0.00

WTYNG Y 3 33.33 66.67 0.00

TYNGI N 9 11.11 55.56 33.33

YNGIT G 27 33.33 11.11 55.56

NGITY I 57 5.26 94.74 0.00

GITYE T 28 21.43 78.57 0.00

ITYEG Y 21 19.05 80.95 0.00

TYEGR E 3 33.33 66.67 0.00
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APÊNDICE B – Dupletos moldes da proteína 1ROP

Tabela 33: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB
igual a 1ROP nos três estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

MTKQE K 58 50.00 44.83 5.17

TKQEK Q 37 94.59 5.41 0.00

KQEKT E 31 58.06 35.48 6.45

QEKTA K 33 93.94 3.03 3.03

EKTAL T 54 77.78 18.52 3.70

KTALN A 51 92.16 3.92 3.92

TALNM L 43 69.77 25.58 4.65

ALNMA N 55 80.00 20.00 0.00

LNMAR M 51 70.59 29.41 0.00

NMARF A 44 54.55 45.45 0.00

MARFI R 31 96.77 3.23 0.00

ARFIR F 38 81.58 15.79 2.63

RFIRS I 20 100.00 0.00 0.00

FIRSQ R 33 93.94 6.06 0.00

IRSQT S 40 65.00 32.50 2.50

RSQTL Q 46 91.30 6.52 2.17

SQTLT T 29 89.66 10.34 0.00

QTLTL L 61 37.70 57.38 4.92

TLTLL T 29 75.86 24.14 0.00

LTLLE L 54 98.15 1.85 0.00

TLLEK L 62 75.81 22.58 1.61

LLEKL E 56 91.07 7.14 1.79

LEKLN K 48 95.83 4.17 0.00

EKLNE L 55 83.64 10.91 5.45

KLNEL N 43 93.02 6.98 0.00

LNELD E 57 89.47 10.53 0.00

NELDA L 44 90.91 9.09 0.00

ELDAD D 57 29.82 49.12 21.05

LDADE A 29 34.48 65.52 0.00

DADEQ D 26 50.00 50.00 0.00

ADEQA E 54 100.00 0.00 0.00

DEQAD Q 29 96.55 3.45 0.00

EQADI A 57 45.61 54.39 0.00

QADIC D 65 92.31 6.15 1.54

ADICE I 35 100.00 0.00 0.00

DICES C 28 78.57 21.43 0.00

ICESL E 48 95.83 4.17 0.00

CESLH S 17 100.00 0.00 0.00

ESLHD L 38 100.00 0.00 0.00

continua na próxima página



132

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

SLHDH H 20 100.00 0.00 0.00

LHDHA D 59 88.14 10.17 1.69

HDHAD H 46 95.65 4.35 0.00

DHADE A 46 69.57 10.87 19.57

HADEL D 21 95.24 4.76 0.00

ADELY E 32 100.00 0.00 0.00

DELYR L 40 100.00 0.00 0.00

ELYRS Y 17 94.12 5.88 0.00

LYRSC R 45 57.78 42.22 0.00

YRSCL S 46 82.61 13.04 4.35

RSCLA C 43 74.42 25.58 0.00

SCLAR L 23 69.57 30.43 0.00

CLARF A 25 84.00 16.00 0.00
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APÊNDICE C – Dupletos moldes da proteína 1GB1

Tabela 34: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB
igual a 1GB1 nos três estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

MTYKL Y 16 50.00 31.25 18.75

TYKLI K 37 0.00 100.00 0.00

YKLIL L 18 22.22 77.78 0.00

KLILN I 12 33.33 66.67 0.00

LILNG L 19 63.16 36.84 0.00

ILNGK N 34 50.00 23.53 26.47

LNGKT G 10 0.00 30.00 70.00

NGKTL K 35 65.71 31.43 2.86

GKTLK T 15 6.67 93.33 0.00

KTLKG L 15 40.00 60.00 0.00

TLKGE K 15 73.33 26.67 0.00

LKGET G 12 8.33 33.33 58.33

KGETT E 8 50.00 50.00 0.00

GETTT T 19 15.79 84.21 0.00

ETTTE T 21 33.33 61.9 4.76

TTTEA T 3 100.00 0.00 0.00

TTEAV E 13 76.92 23.08 0.00

TEAVD A 18 83.33 11.11 5.56

EAVDA V 42 90.48 9.52 0.00

AVDAA D 18 66.67 33.33 0.00

VDAAT A 33 75.76 24.24 0.00

DAATA A 15 93.33 6.67 0.00

AATAE T 14 78.57 21.43 0.00

ATAEK A 14 57.14 35.71 7.14

TAEKV E 21 80.95 9.52 9.52

AEKVF K 19 100.00 0.00 0.00

EKVFK V 16 56.25 43.75 0.00

KVFKQ F 20 70.00 30.00 0.00

VFKQY K 15 53.33 46.67 0.00

FKQYA Q 10 60.00 40.00 0.00

KQYAN Y 58 100.00 0.0) 0.00

QYAND A 52 90.38 1.92 7.69

YANDN N 15 80.00 20.00 0.00

ANDNG D 5 60.00 20.00 20.00

NDNGV N 18 55.56 0.00 44.44

DNGVD G 29 3.45 24.14 72.41

NGVDG V 13 15.38 76.92 7.69

GVDGE D 7 14.29 71.43 14.29

VDGEW G 21 14.29 4.76 80.95
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Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

DGEWT E 16 6.25 93.75 0.00

GEWTY W 49 10.20 83.67 6.12

EWTYD T 17 82.35 17.65 0.00

WTYDD Y 12 66.67 33.33 0.00

TYDDA D 11 27.27 63.64 9.09

YDDAT D 35 31.43 60.00 8.57

DDATK A 15 80.00 20.00 0.00

DATKT T 11 100.00 0.00 0.00

ATKTF K 16 62.50 25.00 12.50

TKTFT T 5 40.00 60.00 0.00

KTFTV F 17 47.06 52.94 0.00

TFTVT T 15 0.00 100.00 0.00

FTVTE V 18 33.33 66.67 0.00
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APÊNDICE D – Dupletos moldes da proteína 1GAB

Tabela 35: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB
igual a 1GAB nos três estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

TIDQW D 61 75.41 24.59 0.00

IDQWL Q 21 95.24 4.76 0.00

DQWLL W 31 51.61 45.16 3.23

QWLLK L 11 90.91 0.00 9.09

WLLKN L 53 11.32 84.91 3.77

LLKNA K 33 87.88 6.06 6.06

LKNAK N 41 63.41 21.95 14.63

KNAKE A 26 53.85 38.46 7.69

NAKED K 16 43.75 43.75 12.50

AKEDA E 20 65.00 15.00 20.00

KEDAI D 58 89.66 5.17 5.17

EDAIA A 51 98.04 1.96 0.00

DAIAE I 53 92.45 7.55 0.00

AIAEL A 45 97.78 2.22 0.00

IAELK E 51 100.00 0.00 0.00

AELKK L 36 91.67 8.33 0.00

ELKKA K 50 98.00 2.00 0.00

LKKAG K 63 92.06 7.94 0.00

KKAGI A 54 62.96 25.93 11.11

KAGIT G 17 23.53 5.88 70.59

AGITS I 41 82.93 14.63 2.44

GITSD T 40 25.00 72.5 2.50

ITSDF S 70 51.43 31.43 17.14

TSDFY D 13 38.46 61.54 0.00

SDFYF F 6 16.67 83.33 0.00

DFYFN Y 34 26.47 73.53 0.00

FYFNA F 11 9.09 72.73 18.18

YFNAI N 16 93.75 6.25 0.00

FNAIN A 31 64.52 3.23 32.26

NAINK I 37 100.00 0.00 0.00

AINKA N 33 90.91 9.09 0.00

INKAK K 25 72.00 28.00 0.00

NKAKT A 25 76.00 12.00 12.00

KAKTV K 31 67.74 29.03 3.23

AKTVE T 17 47.06 52.94 0.00

KTVEE V 43 95.35 2.33 2.33

TVEEV E 50 92.00 8.00 0.00

VEEVN E 42 45.24 52.38 2.38

EEVNA V 36 44.44 55.56 0.00
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Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

EVNAL N 47 78.72 21.28 0.00

VNALK A 50 100.00 0.00 0.00

NALKN L 62 100.00 0.00 0.00

ALKNE K 23 60.87 34.78 4.35

LKNEI N 36 61.11 33.33 5.56

KNEIL E 11 54.55 45.45 0.00

NEILK I 41 97.56 2.44 0.00

EILKA L 46 100.00 0.00 0.00

ILKAH K 35 94.29 0.00 5.71

LKAHA A 13 76.92 23.08 0.00
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APÊNDICE E – Dupletos moldes da proteína 1UTG

Tabela 36: Classificação dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteína de código PDB
igual a 1UTG nos três estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

GICPR C 49 44.90 53.06 2.04

ICPRF P 34 23.53 73.53 2.94

CPRFA R 23 13.04 86.96 0.00

PRFAH F 19 57.89 31.58 10.53

RFAHV A 38 52.63 47.37 0.00

FAHVI H 55 36.36 63.64 0.00

AHVIE V 67 88.06 11.94 0.00

HVIEN I 44 63.64 34.09 2.27

VIENL E 58 63.79 32.76 3.45

IENLL N 28 96.43 3.57 0.00

ENLLL L 62 24.19 75.81 0.00

NLLLG L 22 36.36 63.64 0.00

LLLGT L 27 48.15 51.85 0.00

LLGTP G 27 14.81 29.63 55.56

LGTPS T 10 0.00 100.00 0.00

GTPSS P 8 25.00 75.00 0.00

TPSSY S 26 38.46 38.46 23.08

PSSYE S 22 68.18 13.64 18.18

SSYET Y 17 94.12 5.88 0.00

SYETS E 14 35.71 57.14 7.14

YETSL T 59 91.53 6.78 1.69

ETSLK S 37 91.89 8.11 0.00

TSLKE L 24 87.50 12.50 0.00

SLKEF K 25 92.00 8.00 0.00

LKEFE E 49 69.39 30.61 0.00

KEFEP F 67 17.91 70.15 11.94

EFEPD E 39 0.00 69.23 30.77

FEPDD P 65 72.31 26.15 1.54

EPDDT D 11 81.82 18.18 0.00

PDDTM D 43 83.72 0.00 16.28

DDTMK T 72 98.61 0.00 1.39

DTMKD M 46 97.83 2.17 0.00

TMKDA K 16 81.25 12.50 6.25

MKDAG D 43 90.70 6.98 2.33

KDAGM A 35 94.29 2.86 2.86

DAGMQ G 39 71.79 5.13 23.08

AGMQM M 66 59.09 39.39 1.52

GMQMK Q 23 52.17 47.83 0.00

MQMKK M 27 66.67 33.33 0.00
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Fragmento Resíduo central N ◦ de moldes Hélice α(%) Folha β(%) Volta(%)

QMKKV K 28 64.29 32.14 3.57

MKKVL K 72 73.61 25.00 1.39

KKVLD V 86 97.67 2.33 0.00

KVLDS L 34 26.47 73.53 0.00

VLDSL D 53 75.47 24.53 0.00

LDSLP S 47 78.72 14.89 6.38

DSLPQ L 33 6.06 90.91 3.03

SLPQT P 2 0.00 0.00 100.00

LPQTT Q 47 68.09 27.66 4.26

PQTTR T 28 39.29 57.14 3.57

QTTRE T 48 83.33 16.67 0.00

TTREN R 7 71.43 28.57 0.00

TRENI E 42 90.48 7.14 2.38

RENIM N 36 55.56 30.56 13.89

ENIMK I 17 100.00 0.00 0.00

NIMKL M 32 62.50 34.38 3.13

IMKLT K 28 64.29 35.71 0.00

MKLTE L 60 86.67 13.33 0.00

KLTEK T 39 35.90 64.10 0.00

LTEKI E 45 55.56 44.44 0.00

TEKIV K 13 76.92 23.08 0.00

EKIVK I 40 92.50 7.50 0.00

KIVKS V 5 80.00 20.00 0.00

IVKSP K 8 25.00 75.00 0.00

VKSPL S 25 40.00 52.00 8.00

KSPLC P 10 100.00 0.00 0.00

SPLCM L 17 58.82 35.29 5.88



139

APÊNDICE F – Agrupamento das tuplas molde da proteína 1K43

Tabela 37: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo
código PDB é 1K43: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupo.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

RGKWT m -53.39 -34.94 -91.33 160.66 -95.96 161.01 -134.12 137.54

RGKWT σ 2.04 3.23 11.30 0.85 10.35 0.78 34.48 103.37

GKWTY m -132.12 164.98 -74.63 122.75 -63.77 -40.29 -95.33 120.02

GKWTY σ 8.76 6.61 0.50 1.70 1.56 1.54 7.50 16.77

KWTYN m -107.17 110.41 -96.36 19.23 -105.17 -53.54 -60.26 -40.11

KWTYN σ 12.58 4.83 6.76 12.52 3.88 4.01 10.08 10.29

WTYNG m -92.35 119.68 -64.47 -29.23 -111.86 133.26 - -

WTYNG σ 9.90 6.89 28.91 92.01 15.27 10.63 - -

TYNGI m 61.50 -142.74 -115.96 141.81 56.16 33.94 -64.24 -34.55

TYNGI σ 88.06 102.97 31.99 8.24 4.26 2.71 88.06 102.97

YNGIT m 78.81 1.97 -74.24 -26.32 116.38 -177.25 -125.58 143.09

YNGIT σ 7.37 14.27 14.86 5.66 3.23 0.61 39.47 18.14

NGITY m -107.10 131.68 -74.36 129.93 -133.06 123.29 -68.74 -40.72

NGITY σ 10.13 5.58 7.81 7.46 7.72 22.50 15.70 6.83

GITYE m -117.31 134.29 -86.24 131.89 -123.86 25.02 -53.25 -50.02

GITYE σ 7.14 21.68 9.47 28.72 9.55 22.08 20.96 58.63

ITYEG m -109.34 96.84 -91.27 145.98 -124.70 145.31 -54.21 -26.89

ITYEG σ 10.55 7.68 0.89 10.82 14.52 16.35 5.03 5.34

TYEGR m -124.85 153.28 -56.52 122.02 -87.38 1.40 - -

TYEGR σ 34.21 80.20 34.21 80.20 34.21 80.20 - -
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APÊNDICE G – Agrupamento das tuplas molde da proteína 1ROP

Tabela 38: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo
código PDB é 1ROP: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupo.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

MTKQE m -140.42 152.81 -58.10 -40.82 -119.05 -104.10 47.91 39.92

MTKQE σ 20.65 9.54 5.87 4.37 29.97 61.83 27.88 85.46

TKQEK m -61.93 -51.06 -83.18 -8.69 -103.38 95.05 -64.67 -39.81

TKQEK σ 6.54 14.76 3.04 17.08 25.13 3.37 3.17 1.74

KQEKT m -66.05 136.53 -162.63 157.77 93.35 -9.31 -66.28 -55.26

KQEKT σ 38.88 15.73 1.85 1.24 53.18 101.15 12.68 35.71

QEKTA m -63.92 -42.12 -96.89 151.15 52.24 28.61 -81.63 -18.95

QEKTA σ 5.09 8.47 24.55 36.27 24.55 36.27 9.31 7.91

EKTAL m -57.53 -49.93 63.79 86.22 -112.05 154.66 -97.51 -6.58

EKTAL σ 6.76 15.37 33.20 81.10 17.06 11.68 32.67 19.88

KTALN m -61.21 -42.91 -54.02 -52.77 -133.59 159.38 74.19 22.90

KTALN σ 9.18 4.69 2.15 4.71 0.57 0.13 16.30 11.30

TALNM m -108.90 140.04 -64.73 -42.27 53.23 -126.34 -51.29 -52.59

TALNM σ 9.29 7.19 4.64 5.20 1.01 0.30 4.92 1.79

ALNMA m -72.68 -29.91 -52.23 -44.85 -99.87 136.86 -63.99 -42.51

ALNMA σ 4.18 6.75 2.19 9.31 16.65 5.26 3.54 5.20

LNMAR m -87.00 150.01 -92.79 -6.31 -65.85 -41.05 -70.26 -166.21

LNMAR σ 8.23 13.65 21.44 17.36 4.19 3.79 7.24 9.93

NMARF m -119.10 147.49 -60.90 -41.70 -59.75 142.64 -112.09 -26.16

NMARF σ 17.48 5.09 7.25 5.05 5.41 7.63 8.85 6.02

MARFI m -53.58 -40.37 -71.92 -37.24 -63.04 -41.61 -120.63 137.51

MARFI σ 4.52 2.44 3.08 3.73 2.01 3.72 11.98 32.21

ARFIR m -127.23 126.54 -61.45 -47.64 -81.94 -31.78 26.43 -51.18

ARFIR σ 9.28 23.70 3.85 3.74 16.89 7.06 30.19 64.55

RFIRS m -62.76 -38.63 -59.43 -44.41 -66.30 -34.33 -76.09 -55.02

RFIRS σ 1.21 1.52 0.36 0.28 1.41 2.11 1.74 3.03

FIRSQ m -61.58 -42.74 -115.90 73.64 -56.82 -46.76 -68.68 135.85

FIRSQ σ 2.96 4.83 9.86 57.04 3.81 5.51 14.28 44.08

IRSQT m -122.32 116.00 -65.88 -43.07 -111.25 -142.54 -55.42 -19.03

IRSQT σ 8.19 4.92 7.53 4.85 6.01 4.76 9.10 4.21

RSQTL m -62.04 -37.70 -105.26 9.07 -130.90 35.54 -105.25 145.11

RSQTL σ 7.32 6.49 6.20 58.37 4.46 3.88 47.02 9.22

SQTLT m -113.14 -25.78 -66.88 -32.37 -114.86 130.29 -89.78 -28.36

SQTLT σ 6.64 5.86 3.51 4.94 3.67 3.57 4.45 16.38

QTLTL m -147.32 136.54 -67.93 -38.47 74.18 -59.07 -105.73 129.59

QTLTL σ 13.54 9.84 6.80 11.29 8.36 3.31 5.20 11.35

TLTLL m -100.73 133.77 -125.41 131.80 -57.54 -42.54 -64.22 -42.54

TLTLL σ 3.54 9.36 7.94 10.51 4.26 13.59 3.74 2.56
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

LTLLE m -71.31 -37.61 -117.56 136.67 -52.80 -39.03 -63.38 -44.27

LTLLE σ 2.65 7.18 9.01 25.20 5.87 10.85 2.64 4.44

TLLEK m -102.24 128.89 -60.08 -45.58 -59.78 136.81 -109.38 -23.67

TLLEK σ 13.96 78.06 3.86 3.56 5.20 8.02 8.10 3.65

LLEKL m -55.47 147.31 -160.63 141.67 -60.73 -42.56 -95.11 -33.04

LLEKL σ 4.27 1.46 5.91 2.95 6.05 7.52 15.90 10.80

LEKLN m -60.36 -43.36 -69.96 -36.09 -112.83 142.14 -61.98 17.36

LEKLN σ 4.35 6.26 7.45 7.18 29.44 14.09 2.03 27.68

EKLNE m -100.49 -21.41 -69.07 132.10 64.30 -126.98 -64.53 -42.06

EKLNE σ 29.10 58.60 10.36 26.15 3.30 43.12 7.95 6.85

KLNEL m -99.14 139.49 -66.27 -37.59 -116.70 -8.37 -58.37 -44.62

KLNEL σ 40.09 11.47 3.97 13.32 5.91 8.47 4.67 6.00

LNELD m -73.46 -14.15 -63.75 -37.60 -101.34 40.17 -154.09 141.46

LNELD σ 11.27 8.24 8.23 8.40 22.72 40.26 9.08 12.27

NELDA m -87.84 -1.56 -63.13 -38.40 -20.69 -49.14 -76.03 124.04

NELDA σ 6.09 11.11 7.00 10.38 12.17 9.55 6.63 3.99

ELDAD m 53.98 34.85 -109.89 -171.49 -77.66 -10.71 -88.33 134.6

ELDAD σ 7.42 5.76 34.13 5.62 21.76 28.83 17.24 24.00

LDADE m -55.32 -38.71 -80.04 146.20 -140.81 146.73 -91.02 76.71

LDADE σ 8.77 12.36 11.31 10.41 21.47 72.46 7.35 11.55

DADEQ m -71.69 144.95 -124.98 -176.52 -132.65 138.99 -65.20 -34.43

DADEQ σ 12.18 30.14 32.36 104.66 14.23 47.41 15.12 23.37

ADEQA m -91.69 -28.79 -55.98 -52.96 -63.47 -45.04 -69.89 1.95

ADEQA σ 6.41 24.70 2.51 10.25 2.49 6.41 3.32 2.49

DEQAD m -69.14 -42.30 -115.73 126.75 -58.66 -46.37 -82.00 -34.24

DEQAD σ 2.17 2.21 12.49 32.63 2.78 10.15 3.24 5.73

EQADI m -69.28 154.94 -129.96 132.83 -82.49 12.79 -62.06 -33.84

EQADI σ 9.44 5.15 12.20 10.91 4.71 2.70 3.88 15.81

QADIC m -17.84 51.55 -111.68 -37.80 -98.67 130.23 -56.69 -28.27

QADIC σ 45.51 0.37 16.73 8.22 1.85 1.16 9.19 15.33

ADICE m -60.65 -16.54 -63.05 -43.87 -107.44 14.14 -110.03 -22.50

ADICE σ 1.28 3.09 5.10 4.78 0.31 0.55 3.09 1.52

DICES m -63.86 -34.28 -80.11 -16.25 -173.40 163.04 -53.85 132.62

DICES σ 4.26 5.66 2.63 3.09 22.71 72.05 4.22 1.39

ICESL m -143.42 -56.91 -157.68 149.22 -63.60 -42.29 -66.79 -30.94

ICESL σ 10.38 5.72 1.29 10.38 3.60 3.95 15.81 8.55

CESLH m -58.91 -43.19 -66.10 -37.23 -49.26 -68.85 -62.76 -42.22

CESLH σ 1.87 3.77 1.31 2.98 4.65 8.01 0.82 0.92

ESLHD m -75.51 -34.65 -105.48 0.38 -161.50 -50.06 -57.46 -47.6

ESLHD σ 3.73 3.36 15.48 1.55 20.96 12.24 9.32 5.47

SLHDH m -166.95 -62.63 -93.43 6.70 -61.51 -50.96 -61.77 -41.76

SLHDH σ 25.64 20.07 1.01 0.92 3.30 1.42 5.54 2.06

LHDHA m -95.29 -1.92 -57.28 -40.71 -145.81 142.35 77.52 -7.57

LHDHA σ 8.64 7.25 7.55 5.38 5.54 3.30 35.27 51.51

HDHAD m -53.42 -52.72 -70.03 -23.92 -66.53 -38.13 -126.81 127.04
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

HDHAD σ 5.87 3.35 5.45 1.58 6.00 2.86 0.82 1.59

DHADE m 77.42 -0.88 -77.41 -20.64 -60.79 -40.28 -81.12 152.41

DHADE σ 6.14 10.52 6.06 1.56 5.49 6.72 13.62 6.37

HADEL m -58.54 -45.47 -71.48 -38.53 -164.87 -169.32 -60.68 -14.18

HADEL σ 6.70 3.84 5.34 3.75 23.55 29.18 1.38 3.91

ADELY m -129.06 27.09 -60.07 -44.59 -44.14 -54.03 -59.68 -18.44

ADELY σ 2.54 4.26 4.71 5.07 3.42 19.51 2.30 2.24

DELYR m -61.65 -19.56 -88.74 -76.43 -67.53 -38.45 -58.98 -48.47

DELYR σ 4.41 4.17 7.39 10.85 5.89 1.80 4.48 3.11

ELYRS m -143.67 170.51 -49.88 -45.10 -62.42 -45.19 -57.13 -48.90

ELYRS σ 21.15 53.03 0.70 5.28 2.00 5.23 1.19 5.00

LYRSC m -133.69 144.78 -60.40 -37.93 -79.21 140.65 -85.84 -11.84

LYRSC σ 6.79 4.83 6.50 5.02 35.53 89.60 7.60 8.23

YRSCL m 152.22 -167.72 -63.95 -39.93 -100.26 -1.01 -93.37 128.96

YRSCL σ 7.23 1.62 8.52 8.70 17.45 11.67 12.35 23.20

RSCLA m -119.59 121.21 -82.86 150.25 -71.53 -7.78 -65.87 -39.33

RSCLA σ 3.52 16.86 7.82 7.26 8.23 4.24 6.86 7.62

SCLAR m -62.94 -42.49 -113.42 138.62 -92.09 123.14 -73.90 -17.91

SCLAR σ 5.46 3.91 16.09 7.29 1.31 0.25 7.24 5.71

CLARF m -118.44 145.19 -107.33 -13.62 -69.11 -41.79 -57.12 -44.13

CLARF σ 2.67 6.65 22.25 70.62 4.53 11.74 1.86 3.89
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APÊNDICE H – Agrupamento das tuplas molde da proteína 1GB1

Tabela 39: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo
código PDB é 1GB1: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupo.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

TIDQW m -65.79 -38.49 -68.77 137.17 -89.53 -25.87 -130.68 123.41

TIDQW σ 6.26 7.92 28.74 0.00 19.61 17.66 10.00 8.16

IDQWL m -63.10 -42.86 -44.24 -53.48 -63.13 -15.56 -144.97 113.53

IDQWL σ 7.42 5.05 9.87 5.18 8.26 8.96 21.53 36.32

DQWLL m -96.43 134.88 -26.27 -91.80 -119.12 136.12 -67.20 -45.31

DQWLL σ 12.23 0.71 24.85 93.74 2.68 9.34 10.57 13.70

QWLLK m 36.65 -28.56 -62.31 -42.96 -67.29 -37.13 -32.11 -38.57

QWLLK σ 31.10 4.88 1.71 1.83 2.18 1.70 7.34 0.76

WLLKN m 76.75 -58.98 -71.43 -64.32 -133.51 137.20 -112.63 126.78

WLLKN σ 6.81 63.79 19.58 45.42 8.72 23.98 5.70 4.25

LLKNA m -62.53 144.2 62.77 32.42 -54.17 -50.73 -66.32 -35.74

LLKNA σ 1.05 3.48 1.03 3.22 8.62 8.22 4.18 5.42

LKNAK m -99.12 -2.29 -77.04 -40.79 53.88 45.63 -86.80 146.54

LKNAK σ 11.27 8.81 22.25 9.69 12.07 24.32 34.39 12.63

KNAKE m -129.41 164.7 -64.45 -33.12 64.84 25.29 -85.43 127.66

KNAKE σ 6.81 2.83 10.82 13.38 7.93 6.31 9.17 13.72

NAKED m -170.56 164.33 -60.13 -50.89 -63.69 141.25 -176.71 19.54

NAKED σ 39.53 98.51 4.54 13.86 13.55 9.88 6.89 7.75

AKEDA m -67.74 -55.08 -129.46 -179.43 -59.54 159.11 -150.24 -2.89

AKEDA σ 13.08 45.06 38.91 92.47 9.31 12.50 22.21 3.94

KEDAI m -62.53 133.45 -64.01 -43.31 -80.39 -17.98 66.64 2.94

KEDAI σ 20.16 5.38 9.16 7.27 16.44 19.13 29.38 46.92

EDAIA m -98.99 -43.83 -158.00 150.10 -62.71 -42.68 -69.81 -41.36

EDAIA σ 0.57 0.04 14.63 27.46 3.52 4.50 3.46 7.62

DAIAE m -135.27 122.43 -70.32 144.12 -76.03 -35.25 -62.76 -41.91

DAIAE σ 3.62 16.10 2.30 7.19 4.61 16.25 6.51 6.00

AIAEL m -79.23 -1.18 -47.67 -43.32 -67.50 -35.14 -58.51 -41.64

AIAEL σ 2.26 28.23 3.70 7.55 2.19 12.15 2.67 10.44

IAELK m -61.58 -46.52 -69.80 -38.92 -84.72 -9.56 -66.04 -55.14

IAELK σ 4.71 3.18 5.91 4.28 11.23 5.74 3.01 0.21

AELKK m -65.61 -41.77 -123.59 117.93 -98.44 -38.95 -82.76 82.67

AELKK σ 4.55 5.49 6.66 0.88 9.17 11.15 16.72 42.13

ELKKA m -89.24 -29.10 -71.98 120.31 -57.31 -41.31 -65.90 -37.48

ELKKA σ 9.17 14.36 9.78 25.12 4.79 10.69 4.82 9.67

LKKAG m -96.27 -12.44 -63.24 122.75 -73.62 -24.38 -60.33 -36.07

LKKAG σ 11.81 18.16 7.42 19.81 3.36 26.69 5.88 8.63

KKAGI m 54.01 -97.58 -106.03 139.72 -58.30 125.96 -83.50 -14.27

KKAGI σ 6.52 75.03 4.79 5.85 12.71 13.96 14.41 21.39
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

KAGIT m 89.95 3.72 147.58 -160.64 -94.77 -165.04 -66.41 -37.51

KAGIT σ 14.61 17.60 80.77 56.69 8.16 6.32 1.69 7.49

AGITS m -63.35 -39.96 -54.03 107.89 -79.93 124.22 -57.91 -45.88

AGITS σ 5.21 13.05 8.83 63.90 4.00 8.40 3.95 7.76

GITSD m 54.60 119.14 -105.09 170.31 -120.32 -173.99 -103.48 -14.15

GITSD σ 31.94 139.28 16.07 4.69 6.28 3.73 26.49 24.31

ITSDF m -66.11 -40.95 -109.16 139.55 90.01 -13.14 -104.39 18.02

ITSDF σ 10.18 20.56 23.72 18.99 29.54 54.88 17.19 12.14

TSDFY m -72.64 75.66 -100.20 153.13 -69.03 -27.37 -136.72 -57.91

TSDFY σ 6.33 1.88 20.02 7.70 11.56 5.23 26.11 89.57

SDFYF m -89.22 134.70 -59.77 -46.53 -123.14 140.48 -148.44 126.08

SDFYF σ 34.96 74.88 34.96 74.88 0.47 3.79 3.58 19.57

DFYFN m -87.68 -30.26 -79.15 136.04 -119.40 133.79 -147.68 153.36

DFYFN σ 20.51 19.46 7.68 16.42 4.72 6.93 8.87 17.26

FYFNA m -58.04 -38.58 -127.73 138.80 -43.49 134.01 -104.27 157.81

FYFNA σ 36.72 55.93 1.71 12.97 3.63 5.96 4.38 0.99

YFNAI m -123.87 178.82 -90.71 -19.01 -63.49 -36.83 -77.61 -27.64

YFNAI σ 15.77 52.98 2.01 0.65 5.34 6.07 2.52 5.37

FNAIN m -121.30 52.32 -72.11 -25.64 64.11 -161.98 82.83 9.19

FNAIN σ 2.23 69.27 9.96 13.44 0.55 3.96 8.59 12.63

NAINK m -74.34 -40.03 -59.98 -45.46 -60.76 -31.77 -103.57 15.75

NAINK σ 7.54 7.21 2.65 3.94 5.87 4.59 9.28 11.71

AINKA m -67.29 -26.18 -35.33 -59.76 -73.98 146.37 -58.79 -44.46

AINKA σ 6.92 11.86 5.42 4.61 7.15 16.02 7.38 7.32

INKAK m -151.29 118.10 -96.53 -11.21 -71.52 -16.93 -59.08 -33.11

INKAK σ 2.96 3.91 6.93 10.96 0.17 4.16 10.27 7.06

NKAKT m -78.87 -28.20 -42.14 -106.07 -63.42 137.92 84.65 -170.22

NKAKT σ 14.24 13.75 4.27 49.50 10.22 15.58 36.05 81.42

KAKTV m -105.92 130.57 -58.50 -49.46 92.00 -1.19 -101.09 -33.68

KAKTV σ 23.24 20.39 8.19 10.40 41.18 82.26 7.84 19.98

AKTVE m -77.25 139.01 -69.07 -43.19 -151.03 152.22 -112.54 -166.29

AKTVE σ 5.33 24.99 7.29 3.17 14.25 9.58 14.35 9.76

KTVEE m -55.50 -41.58 8.82 141.90 -68.63 146.98 -67.53 -34.94

KTVEE σ 3.89 9.56 12.93 39.85 12.93 39.85 4.31 4.78

TVEEV m -91.83 110.67 -50.07 -49.99 -83.18 -35.01 -61.42 -40.44

TVEEV σ 13.29 49.36 3.03 7.70 15.58 13.01 4.14 4.24

VEEVN m -103.68 128.93 167.59 -2.27 -76.33 -42.23 -154.27 130.83

VEEVN σ 10.53 16.10 58.07 90.14 16.32 34.48 5.22 5.19

EEVNA m -111.16 135.98 -62.70 -47.41 -83.07 98.84 -53.07 -57.86

EEVNA σ 4.47 5.37 3.35 5.33 3.97 8.65 5.86 6.80

EVNAL m -107.86 18.78 -123.47 110.73 -75.23 -33.28 -69.99 131.44

EVNAL σ 8.23 17.10 8.95 39.55 21.04 9.05 13.48 9.36

VNALK m -70.74 -37.78 -91.82 -54.61 -64.36 -41.75 -55.81 -45.68

VNALK σ 5.55 15.42 12.84 4.18 3.17 2.67 3.93 5.39

NALKN m -57.97 -51.75 -90.26 -25.04 -73.31 -9.19 -66.51 -44.56
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

NALKN σ 1.92 2.29 4.63 11.08 3.41 5.41 7.41 10.79

ALKNE m -87.04 108.19 58.37 -126.30 -62.43 -38.43 -149.35 140.54

ALKNE σ 4.41 5.25 38.20 81.71 4.40 11.67 7.85 27.64

LKNEI m 80.92 -168.02 -78.32 115.64 57.15 47.22 -70.88 -36.99

LKNEI σ 35.89 82.85 6.98 30.89 35.89 82.85 15.59 31.78

KNEIL m -55.65 -40.77 -69.76 -37.25 -91.00 138.66 -111.76 147.04

KNEIL σ 0.25 0.34 5.42 2.23 2.12 5.52 17.93 93.47

NEILK m -55.20 -48.61 -81.65 126.63 -64.57 -41.30 -110.46 -29.20

NEILK σ 4.59 9.47 18.86 31.07 4.76 11.80 4.26 29.63

EILKA m -58.61 -32.82 -58.30 -48.38 -65.15 -42.11 -66.17 -26.75

EILKA σ 20.21 0.19 4.54 6.30 5.31 3.82 6.19 1.84

ILKAH m -116.25 -41.94 47.50 43.02 -57.15 -43.14 -70.84 -28.53

ILKAH σ 6.62 20.30 8.81 8.89 7.17 8.29 2.48 7.08

LKAHA m -62.84 -40.81 -119.06 166.07 -93.52 32.48 -103.90 106.05

LKAHA σ 3.53 4.57 21.47 73.40 1.88 3.90 6.33 1.03
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APÊNDICE I – Agrupamento das tuplas molde da proteína 1GAB

Tabela 40: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo
código PDB é 1GAB: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupo.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

TIDQW m -65.79 -38.49 -68.77 137.17 -89.53 -25.87 -130.68 123.41

TIDQW σ 6.26 7.92 28.74 0.00 19.61 17.66 10.00 8.16

IDQWL m -63.10 -42.86 -44.24 -53.48 -63.13 -15.56 -144.97 113.53

IDQWL σ 7.42 5.05 9.87 5.18 8.26 8.96 21.53 36.32

DQWLL m -96.43 134.88 -26.27 -91.8 -119.12 136.12 -67.20 -45.31

DQWLL σ 12.23 0.71 24.85 93.74 2.68 9.34 10.57 13.70

QWLLK m 36.65 -28.56 -62.31 -42.96 -67.29 -37.13 -32.11 -38.57

QWLLK σ 31.10 4.88 1.71 1.83 2.18 1.7 7.34 0.76

WLLKN m 76.75 -58.98 -71.43 -64.32 -133.51 137.20 -112.63 126.78

WLLKN σ 6.81 63.79 19.58 45.42 8.72 23.98 5.70 4.25

LLKNA m -62.53 144.20 62.77 32.42 -54.17 -50.73 -66.32 -35.74

LLKNA σ 1.05 3.48 1.03 3.22 8.62 8.22 4.18 5.42

LKNAK m -99.12 -2.29 -77.04 -40.79 53.88 45.63 -86.80 146.54

LKNAK σ 11.27 8.81 22.25 9.69 12.07 24.32 34.39 12.63

KNAKE m -129.41 164.70 -64.45 -33.12 64.84 25.29 -85.43 127.66

KNAKE σ 6.81 2.83 10.82 13.38 7.93 6.31 9.17 13.72

NAKED m -170.56 164.33 -60.13 -50.89 -63.69 141.25 -176.71 19.54

NAKED σ 39.53 98.51 4.54 13.86 13.55 9.88 6.89 7.75

AKEDA m -67.74 -55.08 -129.46 -179.43 -59.54 159.11 -150.24 -2.89

AKEDA σ 13.08 45.06 38.91 92.47 9.31 12.50 22.21 3.94

KEDAI m -62.53 133.45 -64.01 -43.31 -80.39 -17.98 66.64 2.94

KEDAI σ 20.16 5.38 9.16 7.27 16.44 19.13 29.38 46.92

EDAIA m -98.99 -43.83 -158.00 150.10 -62.71 -42.68 -69.81 -41.36

EDAIA σ 0.57 0.04 14.63 27.46 3.52 4.50 3.46 7.62

DAIAE m -135.27 122.43 -70.32 144.12 -76.03 -35.25 -62.76 -41.91

DAIAE σ 3.62 16.10 2.30 7.19 4.61 16.25 6.51 6.00

AIAEL m -79.23 -1.18 -47.67 -43.32 -67.50 -35.14 -58.51 -41.64

AIAEL σ 2.26 28.23 3.70 7.55 2.19 12.15 2.67 10.44

IAELK m -61.58 -46.52 -69.8 -38.92 -84.72 -9.56 -66.04 -55.14

IAELK σ 4.71 3.18 5.91 4.28 11.23 5.74 3.01 0.21

AELKK m -65.61 -41.77 -123.59 117.93 -98.44 -38.95 -82.76 82.67

AELKK σ 4.55 5.49 6.66 0.88 9.17 11.15 16.72 42.13

ELKKA m -89.24 -29.10 -71.98 120.31 -57.31 -41.31 -65.90 -37.48

ELKKA σ 9.17 14.36 9.78 25.12 4.79 10.69 4.82 9.67

LKKAG m -96.27 -12.44 -63.24 122.75 -73.62 -24.38 -60.33 -36.07

LKKAG σ 11.81 18.16 7.42 19.81 3.36 26.69 5.88 8.63

KKAGI m 54.01 -97.58 -106.03 139.72 -58.30 125.96 -83.50 -14.27

KKAGI σ 6.52 75.03 4.79 5.85 12.71 13.96 14.41 21.39
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

KAGIT m 89.95 3.72 147.58 -160.64 -94.77 -165.04 -66.41 -37.51

KAGIT σ 14.61 17.60 80.77 56.69 8.16 6.32 1.69 7.49

AGITS m -63.35 -39.96 -54.03 107.89 -79.93 124.22 -57.91 -45.88

AGITS σ 5.21 13.05 8.83 63.90 4.00 8.4 3.95 7.76

GITSD m 54.60 119.14 -105.09 170.31 -120.32 -173.99 -103.48 -14.15

GITSD σ 31.94 139.28 16.07 4.69 6.28 3.73 26.49 24.31

ITSDF m -66.11 -40.95 -109.16 139.55 90.01 -13.14 -104.39 18.02

ITSDF σ 10.18 20.56 23.72 18.99 29.54 54.88 17.19 12.14

TSDFY m -72.64 75.66 -100.20 153.13 -69.03 -27.37 -136.72 -57.91

TSDFY σ 6.33 1.88 20.02 7.70 11.56 5.23 26.11 89.57

SDFYF m -89.22 134.70 -59.77 -46.53 -123.14 140.48 -148.44 126.08

SDFYF σ 34.96 74.88 34.96 74.88 0.47 3.79 3.58 19.57

DFYFN m -87.68 -30.26 -79.15 136.04 -119.40 133.79 -147.68 153.36

DFYFN σ 20.51 19.46 7.68 16.42 4.72 6.93 8.87 17.26

FYFNA m -58.04 -38.58 -127.73 138.80 -43.49 134.01 -104.27 157.81

FYFNA σ 36.72 55.93 1.71 12.97 3.63 5.96 4.38 0.99

YFNAI m -123.87 178.82 -90.71 -19.01 -63.49 -36.83 -77.61 -27.64

YFNAI σ 15.77 52.98 2.01 0.65 5.34 6.07 2.52 5.37

FNAIN m -121.30 52.32 -72.11 -25.64 64.11 -161.98 82.83 9.19

FNAIN σ 2.23 69.27 9.96 13.44 0.55 3.96 8.59 12.63

NAINK m -74.34 -40.03 -59.98 -45.46 -60.76 -31.77 -103.57 15.75

NAINK σ 7.54 7.21 2.65 3.94 5.87 4.59 9.28 11.71

AINKA m -67.29 -26.18 -35.33 -59.76 -73.98 146.37 -58.79 -44.46

AINKA σ 6.92 11.86 5.42 4.61 7.15 16.02 7.38 7.32

INKAK m -151.29 118.10 -96.53 -11.21 -71.52 -16.93 -59.08 -33.11

INKAK σ 2.96 3.91 6.93 10.96 0.17 4.16 10.27 7.06

NKAKT m -78.87 -28.2 -42.14 -106.07 -63.42 137.92 84.65 -170.22

NKAKT σ 14.24 13.75 4.27 49.50 10.22 15.58 36.05 81.42

KAKTV m -105.92 130.57 -58.50 -49.46 92.00 -1.19 -101.09 -33.68

KAKTV σ 23.24 20.39 8.19 10.40 41.18 82.26 7.84 19.98

AKTVE m -77.25 139.01 -69.07 -43.19 -151.03 152.22 -112.54 -166.29

AKTVE σ 5.33 24.99 7.29 3.17 14.25 9.58 14.35 9.76

KTVEE m -55.5 -41.58 8.82 141.90 -68.63 146.98 -67.53 -34.94

KTVEE σ 3.89 9.56 12.93 39.85 12.93 39.85 4.31 4.78

TVEEV m -91.83 110.67 -50.07 -49.99 -83.18 -35.01 -61.42 -40.44

TVEEV σ 13.29 49.36 3.03 7.70 15.58 13.01 4.14 4.24

VEEVN m -103.68 128.93 167.59 -2.27 -76.33 -42.23 -154.27 130.83

VEEVN σ 10.53 16.10 58.07 90.14 16.32 34.48 5.22 5.19

EEVNA m -111.16 135.98 -62.70 -47.41 -83.07 98.84 -53.07 -57.86

EEVNA σ 4.47 5.37 3.35 5.33 3.97 8.65 5.86 6.80

EVNAL m -107.86 18.78 -123.47 110.73 -75.23 -33.28 -69.99 131.44

EVNAL σ 8.23 17.10 8.95 39.55 21.04 9.05 13.48 9.36

VNALK m -70.74 -37.78 -91.82 -54.61 -64.36 -41.75 -55.81 -45.68

VNALK σ 5.55 15.42 12.84 4.18 3.17 2.67 3.93 5.39

NALKN m -57.97 -51.75 -90.26 -25.04 -73.31 -9.19 -66.51 -44.56
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

NALKN σ 1.92 2.29 4.63 11.08 3.41 5.41 7.41 10.79

ALKNE m -87.04 108.19 58.37 -126.30 -62.43 -38.43 -149.35 140.54

ALKNE σ 4.41 5.25 38.20 81.71 4.40 11.67 7.85 27.64

LKNEI m 80.92 -168.02 -78.32 115.64 57.15 47.22 -70.88 -36.99

LKNEI σ 35.89 82.85 6.98 30.89 35.89 82.85 15.59 31.78

KNEIL m -55.65 -40.77 -69.76 -37.25 -91.00 138.66 -111.76 147.04

KNEIL σ 0.25 0.34 5.42 2.23 2.12 5.52 17.93 93.47

NEILK m -55.20 -48.61 -81.65 126.63 -64.57 -41.30 -110.46 -29.20

NEILK σ 4.59 9.47 18.86 31.07 4.76 11.80 4.26 29.63

EILKA m -58.61 -32.82 -58.30 -48.38 -65.15 -42.11 -66.17 -26.75

EILKA σ 20.21 0.19 4.54 6.30 5.31 3.82 6.19 1.84

ILKAH m -116.25 -41.94 47.50 43.02 -57.15 -43.14 -70.84 -28.53

ILKAH σ 6.62 20.30 8.81 8.89 7.17 8.29 2.48 7.08

LKAHA m -62.84 -40.81 -119.06 166.07 -93.52 32.48 -103.90 106.05

LKAHA σ 3.53 4.57 21.47 73.4 1.88 3.90 6.33 1.03
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APÊNDICE J – Agrupamento das tuplas molde da proteína 1UTG

Tabela 41: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmento alvosi da proteína cujo
código PDB é 1UTG: (m) é o valor médio e (σ) é o desvio padrão estimado de cada grupo.

Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

GICPR m -61.38 -50.05 -76.01 128.63 -122.46 118.10 -97.29 -24.60

GICPR σ 12.19 6.53 13.84 11.14 14.26 28.86 25.17 88.96

ICPRF m 67.11 20.89 -112.84 132.22 -71.95 -33.93 -135.82 126.07

ICPRF σ 40.76 72.01 10.22 4.32 19.39 20.62 11.29 5.11

CPRFA m -82.64 -11.47 -92.99 101.97 -109.05 139.38 -65.10 -37.02

CPRFA σ 14.21 58.22 4.17 23.95 2.76 2.47 6.16 4.39

PRFAH m -108.92 34.08 -74.2 153.42 -70.18 -32.83 102.35 -29.06

PRFAH σ 58.42 87.67 21.43 1.82 13.15 6.86 0.68 0.41

RFAHV m -80.75 149.05 -120.36 -31.66 -122.70 149.24 -63.16 -27.44

RFAHV σ 1.13 2.04 4.12 8.96 17.14 15.77 5.14 10.78

FAHVI m -80.24 137.53 -61.43 -35.13 -143.37 147.91 -117.46 146.24

FAHVI σ 9.54 14.22 5.38 9.62 5.92 9.81 4.82 27.17

AHVIE m -49.76 -62.75 -60.71 -46.60 -73.18 -17.23 -90.71 123.87

AHVIE σ 0.46 1.44 6.84 6.60 9.75 11.41 6.64 8.78

HVIEN m -55.48 -42.33 -121.82 142.18 -65.93 -32.06 -83.11 118.73

HVIEN σ 5.04 6.20 12.84 22.07 5.23 5.83 14.16 13.26

VIENL m -64.18 -41.42 -102.36 132.63 -121.79 -152.72 55.72 -114.12

VIENL σ 6.23 10.24 26.54 27.67 35.61 9.84 31.85 90.06

IENLL m -75.56 -26.65 -61.49 -39.74 -57.74 -63.08 -133.96 126.52

IENLL σ 4.41 14.73 5.20 5.10 3.05 6.42 15.48 34.71

ENLLL m -90.40 29.52 -113.87 112.60 -107.23 102.78 -63.77 -44.04

ENLLL σ 8.30 46.51 5.76 7.44 1.02 8.97 6.97 11.43

NLLLG m -60.12 132.43 -103.66 162.60 -75.89 -31.60 -114.08 161.12

NLLLG σ 19.42 94.59 3.37 3.19 6.02 4.37 5.98 9.45

LLLGT m -77.76 -15.55 -121.55 149.94 -126.6 -6.93 -146.71 120.75

LLLGT σ 9.94 10.34 8.78 9.62 4.27 5.06 12.84 5.78

LLGTP m -99.28 97.87 107.13 151.03 -83.01 -169.92 84.83 15.03

LLGTP σ 29.14 57.96 12.50 14.97 54.63 4.15 14.20 16.55

LGTPS m -141.56 130.76 -67.85 123.68 -133.97 65.80 -87.56 159.45

LGTPS σ 4.26 5.07 30.74 36.56 1.91 3.43 11.49 7.02

GTPSS m -72.72 168.93 -56.47 142.76 -49.15 -43.27 -66.69 154.82

GTPSS σ 8.72 90.48 1.25 2.20 1.93 3.99 0.35 2.12

TPSSY m 94.23 -40.07 -61.11 137.34 -57.75 -38.00 -97.68 47.66

TPSSY σ 8.98 45.95 2.82 0.87 7.22 14.44 18.85 31.56

PSSYE m -102.02 19.83 -59.77 -37.05 -113.92 137.89 95.08 -11.60

PSSYE σ 15.83 14.46 10.49 33.39 43.55 15.67 7.41 5.39

SSYET m -50.97 -30.67 -162.49 84.15 -54.32 -47.62 -61.72 -48.55

SSYET σ 0.05 0.32 25.93 32.36 3.67 1.49 2.40 5.99
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

SYETS m -96.18 56.95 59.52 31.33 -122.05 158.63 -72.38 -20.36

SYETS σ 3.67 8.63 48.12 66.78 32.87 9.54 10.13 20.84

YETSL m -124.72 -82.98 176.79 35.92 -61.51 -31.65 -125.64 -2.13

YETSL σ 48.89 60.19 0.42 0.17 4.93 12.95 25.28 98.03

ETSLK m -100.49 -26.45 -63.90 -19.66 -160.15 150.66 -58.49 -42.47

ETSLK σ 28.46 52.62 3.77 2.49 2.09 16.11 4.55 6.20

TSLKE m -97.79 -1.80 -60.07 -41.51 -68.31 -12.88 -51.24 129.99

TSLKE σ 5.89 4.23 6.48 5.74 6.79 6.60 9.00 7.53

SLKEF m -111.69 13.29 -83.85 148.46 -57.06 -35.84 -90.18 -14.27

SLKEF σ 14.62 51.65 3.24 0.33 4.32 6.68 14.62 51.65

LKEFE m -90.95 -7.14 -62.59 -38.17 -138.46 147.83 -117.23 -3.83

LKEFE σ 7.37 5.80 5.45 8.36 13.46 19.45 5.54 19.43

KEFEP m -67.03 147.62 -136.47 149.12 63.12 38.93 -112.07 -3.25

KEFEP σ 6.62 9.00 7.84 14.27 2.43 1.45 21.54 19.27

EFEPD m -144.74 139.88 -96.86 112.75 -91.17 148.77 54.74 63.33

EFEPD σ 4.21 13.74 39.67 16.14 16.75 7.58 5.47 4.95

FEPDD m -52.72 -22.61 -58.87 140.70 -31.09 -48.78 -78.37 155.12

FEPDD σ 6.65 16.96 6.21 6.45 8.83 12.42 2.16 3.15

EPDDT m -68.41 -12.85 -83.97 23.98 -69.07 173.35 -62.31 -33.63

EPDDT σ 1.08 3.44 6.66 79.74 4.72 3.31 1.36 13.74

PDDTM m 99.91 -15.87 -139.51 1.10 -108.11 2.96 -65.28 -33.63

PDDTM σ 12.13 2.76 2.63 3.67 29.99 5.42 2.24 6.34

DDTMK m 114.82 175.62 -118.47 38.33 -66.77 -22.85 -62.57 -47.96

DDTMK σ 22.75 29.19 22.75 29.19 7.01 10.50 5.44 5.14

DTMKD m -117.56 -2.40 -51.26 -64.55 -154.56 111.05 -69.43 -38.10

DTMKD σ 10.25 12.88 12.49 19.65 24.61 28.88 3.92 8.65

TMKDA m -67.65 -40.11 -75.54 154.74 59.30 38.52 -52.31 -59.90

TMKDA σ 6.75 5.67 8.70 14.74 32.74 70.08 4.25 11.41

MKDAG m -95.51 25.86 48.24 36.29 -94.56 -148.36 -62.40 -34.24

MKDAG σ 23.50 40.58 23.44 37.00 3.64 30.05 8.84 12.31

KDAGM m 53.67 41.43 -104.72 -14.55 -69.96 -22.01 -60.11 84.99

KDAGM σ 28.72 28.10 12.58 31.28 5.80 11.69 28.72 28.10

DAGMQ m -65.33 -45.81 102.28 -173.73 79.19 78.07 -114.15 139.00

DAGMQ σ 6.20 6.28 9.32 1.40 13.76 68.98 10.23 21.34

AGMQM m -107.15 -9.19 86.76 -145.35 -135.78 160.11 -65.54 -27.74

AGMQM σ 23.30 58.93 43.23 96.39 24.68 22.45 6.91 18.19

GMQMK m -56.70 -39.22 -94.84 89.20 -99.16 89.82 -62.42 -40.25

GMQMK σ 2.94 11.10 1.29 1.10 3.82 6.92 2.08 2.95

MQMKK m -67.03 -39.53 -69.37 130.52 -89.83 12.87 -113.20 135.89

MQMKK σ 7.87 7.03 24.42 1.90 22.01 83.11 9.39 21.19

QMKKV m -134.98 147.71 -86.60 -40.07 -62.10 -34.27 -69.90 159.60

QMKKV σ 17.14 16.37 12.04 3.97 4.18 8.28 8.12 5.26

MKKVL m 169.06 -18.53 -83.28 138.90 -62.02 -48.70 -99.03 -18.33

MKKVL σ 37.74 78.67 26.65 16.56 7.06 8.22 21.37 11.13

KKVLD m -71.26 -33.39 -99.24 117.69 -60.89 -44.99 -97.99 -50.64
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KKVLD σ 7.68 10.08 5.67 3.14 6.03 9.42 7.9 15.74

KVLDS m -99.92 135.38 -59.62 145.33 -120.85 136.62 -70.07 -28.65

KVLDS σ 5.25 7.92 17.98 74.54 1.86 3.45 4.75 17.13

VLDSL m -60.55 -41.93 -65.21 147.14 -147.95 144.72 -68.7 -27.03

VLDSL σ 3.26 3.70 16.10 8.36 1.62 14.23 17.49 15.80

LDSLP m 65.78 -70.75 -135.11 152.36 -98.79 -28.81 -82.52 -13.11

LDSLP σ 6.15 97.82 22.11 8.10 34.44 51.38 7.46 9.98

DSLPQ m -110.98 151.10 -62.75 -45.91 -160.81 101.27 -76.29 143.05

DSLPQ σ 8.10 3.49 0.64 0.27 11.43 27.2 13.53 5.54

SLPQT m -49.62 142.98 -59.48 152.45 - - - -

SLPQT σ 6.97 6.69 6.97 6.69 - - - -

LPQTT m 79.07 -28.80 -98.92 155.76 -58.39 -28.35 -77.09 -0.23

LPQTT σ 34.41 78.41 26.21 6.05 7.81 13.17 22.56 17.43

PQTTR m -64.47 -41.13 50.03 49.39 -145.71 -161.79 -114.27 119.03

PQTTR σ 10.36 9.43 42.85 91.71 42.85 91.71 25.39 36.15

QTTRE m -77.41 -34.45 -163.06 142.12 -83.07 128.82 -60.29 -44.95

QTTRE σ 12.79 4.74 1.51 1.82 14.48 17.74 3.43 2.82

TTREN m -166.12 162.07 -79.67 56.43 -51.32 -27.37 -52.66 -38.19

TTREN σ 43.08 78.52 0.01 0.05 11.63 24.01 8.18 8.95

TRENI m -60.22 -43.14 -104.73 134.84 114.6 -14.65 -119.59 -115.93

TRENI σ 7.43 11.76 6.17 16.72 32.89 45.33 18.32 50.77

RENIM m -160.41 165.01 55.74 36.49 -104.79 145.84 -64.49 -38.15

RENIM σ 53.52 84.27 8.90 11.45 5.61 2.68 10.34 10.90

ENIMK m -57.51 -50.93 -75.69 -1.61 -58.08 -9.72 -68.58 -39.86

ENIMK σ 0.72 2.58 4.53 7.93 7.40 21.77 2.40 5.40

NIMKL m -118.38 66.68 -65.55 -40.15 -57.71 129.41 19.61 -169.79

NIMKL σ 17.41 72.05 5.15 7.01 5.45 9.99 31.93 87.97

IMKLT m -67.58 -33.96 -64.2 -48.66 -93.17 127.06 -110.77 123.76

IMKLT σ 3.02 4.09 4.64 5.41 4.35 6.44 7.71 9.41

MKLTE m -91.27 -14.26 -60.47 -34.83 -69.72 157.04 -127.09 146.37

MKLTE σ 12.68 32.99 8.38 7.30 7.75 14.98 7.79 3.49

KLTEK m -85.43 166.76 -121.58 -176.48 -61.34 -40.68 -122.38 164.90

KLTEK σ 8.75 4.56 21.42 109.01 8.41 11.01 8.63 14.27

LTEKI m -84.98 -32.35 -63.25 -36.74 -133.34 157.12 -77.86 144.44

LTEKI σ 6.84 6.38 8.72 12.38 14.32 91.73 5.61 9.04

TEKIV m -57.12 -46.90 -79.20 164.72 -120.57 101.43 -126.4 -17.33

TEKIV σ 11.07 12.05 35.6 73.86 17.37 11.24 14.15 8.25

EKIVK m -107.25 -66.89 -64.45 -41.97 -93.21 30.48 -87.87 125.68

EKIVK σ 6.87 8.80 7.63 7.90 0.00 47.20 6.28 15.24

KIVKS m -70.72 -20.26 -61.35 -43.77 -70.79 -20.6 -50.69 137.78

KIVKS σ 1.29 6.11 0.96 0.45 1.29 6.11 8.41 76.99

IVKSP m -103.16 145.71 -34.07 119.01 -114.80 109.91 -97.87 -9.69

IVKSP σ 7.37 14.30 28.66 64.43 7.06 9.44 16.00 10.03

VKSPL m -69.95 154.26 -51.56 -51.59 -137.32 92.83 -116.26 129.86

VKSPL σ 14.65 12.66 7.30 4.37 4.20 30.51 9.81 31.88
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KSPLC m -113.62 21.75 -77.92 4.23 -59.4 -28.47 -47.09 -46.63

KSPLC σ 2.97 3.03 29.10 28.06 4.89 5.33 0.08 0.14

SPLCM m -118.82 150.15 -66.88 -41.38 -82.17 -11.31 168.12 -49.66

SPLCM σ 33.78 4.29 9.46 15.74 11.67 5.67 70.32 91.91
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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