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Resumo

As proteinas sao polipeptideos formados por uma longa cadeia covalente de residuos de aminoa-
cidos que, em condicdes fisiologicas (ambiente nativo), adota uma topologia 3D Unica. Estas
macromoléculas estdo envolvidas na maior parte das transformac¢des moleculares nas células
vivas. A estrutura nativa dita a funcéo bioquimica especifica da proteina. Conhecer a estrutura
3D da proteina implica em também conhecer a sua funcédo. Assim, conhecendo a sua estru-
tura é possivel interferir ativando ou inibindo a sua fungcao, como nas doencas onde os alvos
dos farmacos sao as proteinas. Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteina pode ser
obtida através de técnicas de cristalografia por difracdo de raios X ou por ressonancia mag-
nética nuclear. Porém, devido as diversas dificuldades, incluindo o alto custo e o elevado tempo
demandado por estas técnicas, a determinacdo da estrutura 3D de proteinas ainda é um prob-
lema que desafia os cientistas. Diversos métodos de predigiaco foram criados durante

0s ultimos anos buscando a solugéo deste problema. Estes métodos estdo organizados em dois
grandes grupos. Ao primeiro, pertencem os métodos de modelagem comparativa por homolo-
gia e métodos baseados em conhecimento como os de alinhavathesadifig. Ao segundo,
pertencem os métodad initio e os métodosle novo No entanto, estes métodos de predicdo
possuem limitacdes: métodos baseados em modelagem comparativa por homologia e alinhava-
mento somente podem realizar a predicdo de estruturas que possuem seqiéncias idénticas ou
similares a outras proteinas armazenadaBmitein Data BanKPDB). Métodosde novoe ab

initio, por sua vez, tornam possivel a obtencdo de novas formas de enovelamento. Entretanto,
a complexidade e a grande dimensé&o do espaco de busca conformacional, mesmo para uma
pequena molécula de proteina, torna o problema da predicao intratavel computacionalmente
(Paradoxo de Levinthal Apesar do relativo sucesso obtido por estes métodos para proteinas
de pequeno tamanho, muitos esfor¢os ainda sdo necessarios para o desenvolvimento de estraté-
gias para extracdo e manipulacdo de dados experimentais, bem como o desenvolvimento de
metodologias que facam utilizacdo destas informacdes com o propoésito de predizer correta-
mente, a partir apenas da sequéncia de aminoacidos de uma proteina, a sua estrutura 3D. Nesta
dissertacdo é apresentada uma nova proposta para a priedsjéoo da estrutura 3D aproxi-

mada de polipeptideos e proteinas. Um novo algoritmo foi desenvolvido, baseando-se na analise
de informacgdes obtidas de moldes do PDB. Técnicas de mineracdo de dados, representacao de
intervalos e de manipulacao das informagdes estruturais séo utilizadas neste algoritmo. Os inter-
valos de variacdo angular de cada residuo de aminoacido da cadeia polipeptidica sdo reduzidos
como o objetivo de encontrar um intervalo fechado que contém a conformag&o com a menor
energia potencial. Seis estudos de caso demonstram a aplicacdo do método desenvolvido.
Palavras-chave:Bioinformatica, predicdo da estrutura 3D de proteinas, computacao cientifica.



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 Introducao

1.1 Justificativa

As proteinas sdo macromoléculas envolvidas na maior parte das fungfes celulares. Estas
funcdes podem ser reguladoras, de transporte, de catalise, entre outras. Uma proteina é consti-
tuida por uma sequéncia de aminoacidos, comumente denominada estrutura primaria, que forma
uma cadeia polipeptidica por meio da polimerizacao representada por uma rea¢ao de condensa-
cdo. A ligacdo CO-NH resultante, entre aminoacidos subsequentes, é conhecida como ligacéo
peptidica. A cadeia polipeptidica de uma proteina, em seu estado nativo, enovela-se assumindo
uma conformacéo Unica. Esta conformacéo ou estrutura tridimensional (3D) determina a funcéo
gue a proteina ira exercer na célula ou organismo [54].

Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteina pode ser obtida através de técnicas de
cristalografia por difracéo de raios X ou por ressonancia magnética nuclear (NMR, sigla em
inglés). Porém, devido as diversas dificuldades, incluindo o alto custo e o elevado tempo de-
mandado por estas técnicas, a determinacao da estrutura 3D de proteinas ainda € um problema
gue desafia os cientistas. A dificuldade na determinagédo da estrutura 3D de proteinas gerou
uma discrepancia muito grande entre o volume de dados gerados por projetos genoma, 0s quais
visam conhecer todos 0s genes de um determinado organismo, incluindo, mas nao limitado as
proteinas, e o numero de estruturas 3D de proteinas que sdo conhecidas. Em 15 de outubro
de 2007 havia aproximadamente 78 milhdes de seqiiéncias de proteinas no GeDBasks,
aproximadamente seis milhées sdo consideradas Unicas (ndo-redundantes ou NR). Por outro
lado, noProtein Data BankPDB) [7], em 30 de outubro de 2007, havia 43.238 estruttiras
3D de proteinas. Como no caso das sequéncias de proteinas, podemos eliminar redundancia no
PDB, filtrando proteinas cujos enovelamentos ou topologias sdo muito similares. Assim, temos
apenas 1.056 topologias ou tipos de enovelamentos disintisso significa que apenas em
torno de 0,02% das estruturas 3D de todas as sequiéncias unicas (NR) de proteinas sdo conhe-
cidas. Esta discrepancia tem motivado cientistas de areas como ciéncia da computacao, enge-
nharias, fisica, quimica e matemética a construir modelos e desenvolver métodos que possam
predizer e reproduzir a estrutura 3D destes polimeros a partir da sua sequéncia de aminoacidos.

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

A predicdo do enovelamento ou topologia [17] de uma proteina é atualmente um dos maiores
problemas da Bioinformatica Estrutural. O principal desafio € compreender como a informacéao
codificada na sequéncia linear de aminoacidos ou estrutura primaria se traduz na estrutura 3D
ou estrutura terciaria de uma proteina e, a partir deste conhecimento, desenvolver metodologias
computacionais que possam predizer, de forma correta, a estrutura nativa e funcional da pro-
teina. Muitas metodologias e algoritmos foram propostos ao longo dos anos como solucao 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 sequéncia
alvo é alinhada com a sequéncia de uma proteina molde com estrutura 3D conhecida e arma-
zenada no PDB. Quando homologia € detectada, geralmente com mais de 30% de identidade
entre as sequéncias alinhadas, em toda a sua extenséao, a modelagem pode ocorrer realizando-s¢
a coOpia das coordenadas 3D do molde ou obtendo-se a média entre multiplos moldes e subs-
tituindo esta na proteina-alvo. Pode-se ainda, utilizar distancias inter-atbmicas de regiées de
alinhamento dos moldes como restricbes para a modelagem [12,47]. A modelagem compara-
tiva por homologia é o método de predigcdo com maior acuracia nos resultados finais [42,58,91].
Em contraste, métodos baseados em conhecimkntav{edge-basgditilizam potenciais es-
tatisticos derivados da analise de padrdes de enovelamento de proteinas com estruturas 3D co-
nhecidas e armazenadas em uma base de dados [12]. A partir destas estatisticas, uma proteina
alvo pode ser predita mesmo ndo havendo estruturas homoélogas na base de dados [47]. Os
métodos de reconhecimento de enovelamento estrutural via alinhavartieesalifhg sdo os
melhores exemplos desta técnica [42,91]. Este método permite a detec¢cao de homologia entre
sequéncias e estruturas de proteinas que nado seria possivel com métodos de alinhamento par a
par de sequéncias, como os utilizados na modelagem comparativa por homologia.

Ao segundo grupo pertencem os metodbsnitio e os métodode novg os quais possuem
a capacidade de predizer novas formas de enovelamento para proteinas que ndo possuem ho-
mologas no PDB. Os métodad initio sdo fundamentados na termodinamica estatistica e se
baseiam no fato de que a estrutura nativa de uma proteina corresponde ao minimo global de
sua energia livre [91]. Esta metodologia simula o espac¢o conformacional da proteina utilizando
uma funcao de energia potencial, a qual descreve a energia interna da proteina e suas interacées
com o meio no qual esté inserida. O objetivo € encontrar um minimo global de energia livre
gue corresponda ao estado nativo ou funcional da proteina [68, 91].

No entanto, estas metodologias de predicdo possuem limitacdes: métodos baseados em
modelagem comparativa por homologia somente podem realizar a predicdo de estruturas que
possuem sequéncias quase idénticas ou similares em um banco de dados de estruturas conheci-
das. Métodosle novoe métodosb initio, por sua vez, tornam possivel a obtencao de estruturas
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cujas formas de enovelamento ainda ndo sao conhecidas. Entretanto, a complexidade e a grande
dimensao do espaco de busca conformacional [65], mesmo para uma pequena molécula polipep-
tidica ou de proteina, tornam o problema da predi¢éo intratavel computacionalRPeratoio

de Levintha) [44,53].

A complexidade e a grandeza deste espaco de busca conformacional podem ser estimadas
pelo tempo necessario para encontrar o estado nativo de enovelamento de uma proteina. Este
tempo é obtido por meio do produto do nimero de conformagdes que uma cadeia polipeptidica
pode assumir pelo tempo necessario para encontrar cada uma destas conformacdes. Este nu-
mero pode ser estimado da seguinte maneira: se assumirmos que cada um dos aminoacidos em
uma proteina pode assumir cinco configuragdes diferentes - este nUmero € bastante inferior aos
nameros reais - o numero de conformacdes possiveis para uma proteina com 100 aminoacidos
seria igual &' = 10™. Se o tempo estimado para se calcular cada conformacéo diferente
da cadeia polipeptidica for iguall@—'! segundosi( x 10~!? s = 10 picossegundos) entéo, o
tempo estimado para se encontrar o estado nativo de uma proteina com 100 residuos de ami-
noacidos seria de cerca d&*° segundos, ou aproximadamentg? anos [44]. Considerando
gue a idade da Terra é dé¢, 6 x 10° anos, é claramente impossivel percorrer todo o espaco
conformacional para esta proteina de 100 aminoacidos apenas ( isso necassitagaes a
idade da Terra!). Sabe-se, porém, que as proteinas se enovelam em tempos que vao de milisse-
gundos a segundos [81]; este € o paradoxo de Levinthal [80]. No inicio da década de 1990 este
paradoxo foi descrito na linguagem da complexidade computacional [65,92] demonstrando que
a busca aleat6ria do espaco conformacional das proteinas, como proposto por Levinthal [53], €
um problema NP-completo. Como se pode notar, a complexidade de um problema desta natu-
reza cresce a medida que aumenta o tamanho da sequiéncia da proteina. O tamanho médio de
uma proteina é de 250 aminoacidos.

1.3 Obijetivos e contribuicbes almejadas

Apesar do relativo sucesso na predicdo de novas formas de enovelamento para proteinas de
pequeno tamanho (inferior a 100 aminoacidos) pelos métodos de pradigéto oude novo
ainda € necessario o desenvolvimento de estratégias para extracdo e manipulacdo de dados
experimentais, bem como o desenvolvimento de metodologias que facam a utilizacdo destas
informagdes com o propasito de predizer corretamente, a partir da seqiéncia de aminoacidos
de uma proteina, a sua estrutura 3D correspondente.

Sendo assim, o desenvolvimento de métodos computacionais de predicdo que reduzam o
esforco computacional e que permitam a predicdo de maneira rapida e correta de novas formas
de enovelamento se apresenta como um dos maiores desafios da Bioinformatica Estrutural e
da biologia molecular do século XXI. Neste trabalho é apresentada uma nova proposta para a
predicéoin silico da estrutura 3D de proteinas e polipeptideos. Um novo algoritmo baseado na
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analise de informacgdes extraidas de fragmentos de proteinas com estrutura 3D conhecida busca
a construcao de estruturas 3D aproximadas de proteinas.

Dentre as principais objetivos e contribuicbes almejadas com a realizacao deste trabalho é
possivel citar:

e A proposta e desenvolvimento de um novo algoritmo para, a partir da seqtiéncia de ami-
noacidos de uma proteina-alvo, produzir com o minimo esfor¢o computacional, estruturas
3D aproximadas de proteinas;

e O estudo e utilizag&o de técnicas de agrupamento para manipular dados de proteinas com
estrutura 3D conhecida experimentalmente;

e O estudo e desenvolvimento de formas de representacdo da estrutura 3D de proteinas na
forma de intervalos de variacdo angular;

¢ O desenvolvimento de técnicas para reducao de intervalos das estruturas 3D representadas
na forma de intervalos de variacao angular;

e Arealizacdo de experimentos utilizando o método desenvolvido na predicédo da estrutura
3D aproximada de diferentes classes de proteinas.

1.4 Organizacéao do trabalho

Esta dissertacdo esta organizada em seis capitulos. O primeiro, compreendendo este capi-
tulo, apresenta a justificativa, a motivacdo e os objetivos com a realizacdo deste trabalho de
pesquisa. No Capitulo 2 é realizada uma breve introducao a Bioinformatica Estrutural, aos con-
ceitos basicos sobre proteinas, aminoacidos, ligacdes peptidicas, niveis hierarquico estruturais
de proteinas e banco de dados de estruturas.

No Capitulo 3 sdo apresentadas as principais metodologias para pliedigém da estru-
tura 3D de proteinas. No Capitulo 4 é apresentada uma nova proposta para presligionda
estrutura 3D aproximada de proteinas e polipeptideos modelando e representando uma cadeia
polipeptidica em termos de intervalos. No Capitulo 5 s&o apresentados o0s experimentos realiza-
dos utilizando o método de predicdo desenvolvido. Finalmente no Capitulo 6 sédo apresentadas
as consideracdes finais sobre o trabalho realizado e as perspectivas para trabalhos futuros.
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2 As proteinas

2.1 Introducao

As proteinas (polipeptideos) sdo macromoléculas envolvidas na maior parte das transfor-
macdes moleculares em uma célula viva. Quimicamente as proteinas sdo biopolimeros lineares
formados por um alfabeto de 20 tipos diferentes de aminoacidos. A sequiéncia de aminoacidos,
ou estrutura primaria, forma, através de um processo de condensac¢édo, a cadeia polipeptidica da
proteina. A ligacdo CO-NH resultante, uma ligacdo amida, é conhecida como ligacao peptidica.
Esta cadeia polipeptidica quando em condicdes fisioldgicas (ambiente nativo), adota uma Unica
estrutura tridimensional (3D) ou conformacao nativa. Isto é, quando uma proteina é sintetizada
ela se dobra para que parte da cadeia principal e da lateral, fundamentais para desempenhar a
sua funcéo, sejam postas em posi¢cao geométrica precisa. Esta dobra nativa, adotada pela cadeia
polipeptidica, ndo sofre variacao [29], sendo Unica para uma dada sequéncia de aminoacidos.
A estrutura nativa determina a funcéo bioquimica especifica da proteina na célula [6,10], a qual
pode ser de catalise, de ligacdo, de transporte, entre outras [10]. Conhecer a estrutura 3D da
proteina implica em também conhecer a sua funcdo. A partir deste conhecimento € possivel
influénciar, através do desenvolvimento de compostos quimicos, farmacos ou drogas, a acao
gue a proteina exerce no organismo.

Experimentalmente, a estrutura 3D de uma proteina pode ser obtida através de técnicas de
cristalografia por difracdo de raio X ou de ressonancia 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 realizacdo de novos estudos para desenvolvimento de
técnicas que pudessem predizer de forma eficaz e eficiente a estrutura 3D de uma proteina.

O processo pelo qual uma seqiiéncia de aminoacidos atinge sua conformacao em estado na-
tivo € chamado de enovelamento ou dobramento [10]. A seqiiéncia de aminoacidos e o ambiente
em que estes estéo inseridos sao os fatores que, durante o processo de enovelamento, fazem con
gue a proteina assuma determinada conformacéo. Experimentos realizados por Anfinsen [4] de-
monstraram que a molécula de uma proteina quando desnatyestado desenovelado) por
rompimento das condi¢cdes em seu ambiente pode enovelar-se novamente em sua estrutura na-
tiva quando as condicdes fisiologicas sdo restauradas. A partir desta constatacao, assume-se que
a sequéncia de aminoacidos contém toda a informacéo necessaria para determinar a estrutura

!Proteina desnaturada: quando aquecidas ou sujeitas a fortes acidos ou bases, as proteinas perdem a sua estru:
tura terciaria especifica e podem formar coagulos insollveis. A perda da estrutura resulta na perda da funcao.
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nativa da proteina. Buscou-se entdo, o desenvolvimento de técnicas que pudessem para uma
dada sequéncia de aminoacidos, determinar a estrutura nativa e funcional da proteina corres-
pondente. A computagdo, com seu crescimento, motivou a pesquisa e o desenvolvimento de
algoritmos que podussem realizar tal tarefa. O problema da predi¢do da estrutura 3D de uma
proteina, somente a partir da sequéncia de aminoacidos, tornou-se entdo um dos principais e
maiores problemas ainda néo resolvidos da biologia molecular estrutural [10] e da Bioinforma-
tica. As principais metodologias para predigaailico da estrutura 3D de uma proteina sao
descritas em capitulo a parte (Capitulo 3).

Este capitulo, tem como principal objetivo, realizar uma breve descri¢cdo dos conceitos basi-
cos sobre estrutura de proteinas, os quais, servirdo de apoio para o entendimento dos capitulos
seguintes. S&o apresentadas as proteinas, seus elementos constituintes: os aminoacidos, sel
processo de formacao: a ligacdo polipeptidica, seus niveis estruturais: estrutura primaria, estru-
tura secundaria, estrutura terciaria e estrutura quaternaria, e os banco de dados que armazenam
informag0@es estruturais de proteinas (PDB).

2.2 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo as unidades basicas que formam as proteinas. Um aminoacido é quimi-
camente composto por um atomo de carbono denominagdo Qual possui quatro diferentes
ligantes: um grupo amino (-NP, um grupo carboxilico (-COOH), um atomo de hidrogénio
(H) e um grupo organico R também chamado de cadeia lateral ou radical livre. A Figura 1
apresenta a estrutura quimica padrao de um aminoacido.

Cadeia

R Lateral
Grupo I
Amino

H,N— C — COOH

Grupo
| Carboxilico

Carbono @ H

Figura 1 — Representacao gréfica da estrutura quimica de um aminoacido: C (egrto®®H (grupo
carboxilico), HN (grupo amino), H (dtomo de hidrogénio), R (cadeia lateral ou radical livre).

Existem 20 tipos diferentes de aminoacidos que se diferenciam por suas cadeias laterais.
Estas, podem possuir apenas alguns atomos ou anéis aromaticos complexos. O grupo R de
cada aminoéacido caracteriza as suas propriedades fisico-quimicas [91]. Os aminoéacidos, por
convencao internacional, sao identificados por abreviagdes de trés letras (derivadas do seu nome
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em inglés) ou por um simbolo de uma letra [49]. A Tabela 1 relaciona os 20 aminoacidos
existentes e seu respectivo codigo abreviado de trés letras e o simbolo de uma letra.

Tabela 1: Relac&o dos 20 aminoacidos e seus respectivos codigos de trés e de uma letra.

Aminoéacido Cdédigo de 3 letras Cddigo de 1 letra

Acido Aspartico ASP D
Acido Glutamico GLU E
Alanina ALA A
Arginina ARG R
Asparagina ASN N
Cisteina 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 \Y

Em um cadeia polipeptidiéaa regido N-terminal é aquela que possui um grupo amino livre
e a regido C-terminal é aguela que possui na cadeia polipeptidica um grupo carboxilico livre.
Peptideos e polipeptideos serdo abordados nas sec¢fes seguintes.

Os aminoacido podem ser classificados pela natureza quimica de seus grupos R. Segundo
Lehninger [49], os aminoacidos podem ser divididos em cinco classes: grupos R apolares e ali-
faticos (1), grupos R aromaticos (2), grupos R ndo-carregados e polares (3), grupos R carregados
positivamente ou basicos (4) e grupos R carregados negativamente ou acidos (5). Conhecer as
propriedades fisico-quimicas de cada aminoacido é fundamental para entender a bioquimica
das proteinas. Estas propriedades sao importantes, pois séo elas que contribuem para que uma
proteina encontre a sua estabilidade fisico-quimica representando o seu estado nativo.

2A cadeia polipeptidica é formada pela combinacéo linear de varios aminoacidos através de uma ligacdo
peptidica.
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2.2.1 Grupos R apolares e alifaticos

A primeira classe compreende os aminoacidos com cadeia lateral estritamente hidrofobica
e apolar, isto €, que nédo se dissolve em agua. Esta classe engloba os aminoéacidos: alanina
(ala), valina (val), leucina (leu), isoleucina (ile), glicina (gly) e prolina (pro). A cadeia lateral
destes aminod&cidos contribui para a estabilizacdo da estrutura da proteina pela promocéo de
interaces hidrofobicas em seu interior [49]. A glicina (gly), apesar de ser um aminoéacido
apolar, ndo contribui efetivamente para a existéncia de intera¢des hidrofébicas. O grupo amino
secundario dos residuos da prolina € mantido em uma conformacéo rigida que leva a reducao da
flexibilidade estrutural de regides polipeptidicas em que este aminoacido ocorre [49]. A Figura
2 apresenta a estrutura quimica dos aminoéacidos classificados como apolares e alifaticos.

coo CoCr T‘OO’ <|300' <|300' r|300' r|300'
+H3N—c|; —H +|-13N—<l —H +H3N| —-IG—H FHzh —-Ic —H FHzh —-Ic —H FHzh—C—H "‘H3N—(|3 —H
|
||-| Gy HoCn, _CHa oH Gy H—G—CHg Gy
o n G HSC/ \CHS | | |
Glicina Alanina iz ) Gz o
(gl (ala) Prolina Valina RGO '|3H3 5
(pra) (wal) Leucina Izaleucina tlsl-b
(lew) file) Wletionina

[tnet)

Figura 2 — Representacao quimica dos aminoacidos apolares e alifaticos: o grupamento R dos aminoa-
cidos alanina (ala), valina (val), leucina (leu), isoleucina (ile), metionina (met), glicina (gly) e prolina
(pro) aparece destacado.

2.2.2 Grupos R aromaticos

A segunda classe de aminoacidos compreende os aminoacidos que podem participar de
interacBes hidrofébicas. Sao eles: a fenilamina (phe), a tirosina (tyr) e o triptofano (trp). Estes
aminoacidos com suas cadeias laterais aromaticas sdo relativamente apolares ou hidrofébicos
[49]. A Figura 3 apresenta a estrutura quimica dos aminoacidos classificados como aromaticos.

o SO GO
g —b—H HN—C—H  HN——H

| |
CHa CHa <|3H~a
C
O O 50
HG_
|
H
OH

Fenilalamina
(phe) Tirosina
()

Triptofans
(g

Figura 3 — Representacdo quimica dos aminoacidos aromaticos: o grupamento R dos aminoéacido fenila-
mina (phe), tirosina (tyr) e triptofano (trp) aparece destacado.
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2.2.3 Grupos R néo carregados e polares

A terceira classe de aminoacidos abrange os aminoacidos néo carregados, mas polares. Fa-
zem parte deste grupos a serina (ser), a treonina (thr), a cisteina (cys), a asparagina (asn) e a glu-
tamina (gln). Estes aminoacidos sdo mais sollveis em dgua do que os aminoacidos ndo-polares,
isto porque contém grupos funcionais que formam ligac6es de hidrogénio com a agua [49].

A Figura 4 apresenta a estrutura quimica dos aminoacido com grupamento R nédo carregado e
polar.

SO SO Lolatey GO GO
+H3N—(.|3—H +H3N—(£—H "‘H;N—JE—H +H3N—$—H "'H3N—(£—H
H—c—oH H—o—oH (|3HE (ISHE éHg
i L L iy L
Berifa Trecnina Cisteina N o _O
(zef) (this) Ceys) Hab© Asparagina

Glutamina (asty)
(gl

Figura 4 — Representacéo quimica dos aminoacidos n&o carregado e polares: o grupamento R dos ami-
noacidos serina (ser), treonina (thr), cisteina (cys), asparagina (asn) e glutamina (gln) aparece destado.

2.2.4 Grupos R carregados positivamente ou basicos

Os grupamentos R mais hidrofilicos sdo aqueles que sdo positivamente ou negativamente
carregados. Os aminodacidos pertencentes a quarta classe sdo aqueles nos quais 0s grupos R tén
uma carga positiva liquida em pH 7 [49]. Esta classe abrange os aminoacidos como a lisina (lis),

a arginina (arg) e a histidina (his). A Figura 5 apresenta a estrutura quimica dos aminoacidos
com grupamento R carregado positivamente.

GO -lcocr SO0
FHzh—C—H +H3N—-|3—H FHzN—G—H
CHe CHe CHy
I I J; H*
Gy CHy —r
| | L1
ot oHe | e
i " -k
P+ (|3=NH:_~+ Histidina
Lizsina MH; (his)
(=) Argenina
(arg)

Figura 5 — Representagédo quimica dos aminoacidos basicos: o grupamento R dos aminoécidos lisina
(lys), argenina (arg) e histidina (his) aparece destacado.



27

2.2.5 Grupos R carregados negativamente ou acidos

Os aminoacidos que possuem o grupamento R com uma carga negativa em pH 7 pertencem
a quinta classe. Fazem parte desta classe os aminoacidos conhecidos como acido aspartico e
acido glutadmico. A Figura 6 apresenta a estrutura quimica dos aminoacidos com grupamento R
carregado negativamente.

[elalay el
FHzN—G—H +|-L3N—f|3 —H
b Gre
<|300' '|3Ha
Acido Aspartico <|300'
(arg) Acido Glutimico
(gl

Figura 6 — Representacdo quimica dos aminoacidos carregados negativamente: a cor verde destaca o
grupamento R dos aminoacidos acido aspartico (asp), acido glutamico (glu).

2.3 Ligac0Oes peptidicas e polipeptideos

Os aminoacidos, durante a sintese das proteinas, se ligam covalentemente de forma sequen-
cial, formando um polimero ou cadeias polipeptidicas. Esta ligacdo recebe o nome de ligacao
peptidica e se forma entre o atomo de carbono (C) do grupo carboxilico de um aminoéacido e o
atomo de nitrogénio (N) do grupo amina de outro aminoacido. Os elementos que compdem a
agua sao removidos como um co-produto da reacdo. A agifd) (¢¢ forma a partir do -OH
do grupo carboxila de um dos aminoéacidos e de um &tomo de H do grupoddNbltro ami-
noacido. A Figura 7 esquematiza a formacao de uma ligacéo peptidica entre dois residuos de
aminoacidos.

3Residuo de aminoécido: devido & desidratag&o ocorrida com a ligacdo de dois aminoécidos, estes passam a
ser chamados de residuos (sobras) de aminoacidos.
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Figura 7 — Ligacao peptidica: representacéo esquematica do processo de formacdo de uma ligagéo pep-
tidica entre dois residuos de aminoacidos.

2.3.1 Propriedades das ligacdes peptidicas: tor¢des da cadeia principal

Quando ocorre a ligacdo de muitos aminoacidos, o polimero resultante recebe o nome de
polipeptideo. A repeticdo do conjunto -N~C- em uma proteina é chamado de cadeia princi-
pal da proteina (obackboneem inglés). Este padrao se repete ao longo da cadeia polipeptidica
sem sofrer alteracfes. A direcdo da cadeia polipeptidica é determinada a partir do grupo amino
terminal (grupo N-terminal) até o grupo carboxila terminal (grupo C-terminal) em um polipep-
tideo.

A ligacdo C-N tem um carater parcial de dupla ligacdo, com o atomo de N alcancando uma
carga positiva parcial e o O uma carga negativa parcial, ndo permitindo que a molécula nor-
malmente gire sobre esta ligacdo. A rotacdo somente é permitida sobre as ligacfes N-C
C,-C. Desta forma o esqueleto da cadeia polipeptidica pode ser representando como uma série
de planos rigidos com planos consecutivos compartilhando um ponto em comum de rotacdo em
C,. Esta ordenacédo planar e rigida € o resultado da estabilizacdo por ressonancia da ligacéo
peptidica. Isso impdem restricdes importantes no nimero de conformacdes que uma proteina
pode adotar. A Figura 8 representa 0s planos sucessivos da cadeia principal de um polipeptideo.
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Figura 8 — Estrutura planar de um polipeptideo: representacdo grafica do esqueleto do polipeptideo
representado como uma série de planos sucessivos (Figura adaptada de [49]).

A rigidez e a planaridade de uma ligacdo peptidica é representada pelo angulowdiedro
(bmega). A rotacdo em torno da ligacéo entre o carbono (C) da carboxila e o nitrogénio (N)
da amina define o angulo omega).( Este angulo ndo € livre para rotacionar. Devido a esta
restricdo, o angule tem suas liberdades de tor¢éo variando proximagas) ou a 180(trans).

A ligacao entre o N e o Cforma o angulap e a ligagcéo entre o Ce o C da carboxila forma
0 anguloy. Sao os angulos e ) 0s maiores responsaveis pelas tor¢des da cadeia principal de
uma proteina.

Quando os angulos e ¢ séo fixados em 180 o polipeptideo adota uma conformacao
totalmente extendida [49]. A conformacg&o de uma proteina pode ser representada unicamente
pelos seus angulos de tor¢can () e w) da cadeia principal. A Figura 9 representa a cadeia
principal de um polipeptideo destacando os seus angulos de torcao.

R

C C, N..
“‘.1' &:\*Z ?\ C‘m g *'h.
@5 L8 Wi

-
e |

Figura 9 — Representacdo esquematica de um modelo de peptideo identificando os angulos gle tor¢ao
1 ew da cadeia principal.

Os angulos diedros, ¢ e w formam um tripleto de angulos de tor¢cdo, porém o dupleto
formado pelos angulas e ¢ € o que contribui efetivamente, devido as suas liberdades, para as
conformacaoes da cadeia principal.
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2.3.2 Angulos de tor¢éo da cadeia lateral

As cadeias laterais também possuem angulos de tor¢cdo. Os angulos deytdasica-
deias laterais ocorrem em numero diferente e dependem exclusivamente do tipo de residuo de
aminoacido presente no polipeptideo. Estes angulos ndo interferem drasticamente na confor-
macado assumida pela cadeia principal do polipeptideo, porém contribuem para a estabilidade
da molécula e a formacéo de ligacGes de hidrogér@adeias laterais com angulos de torgcdo
x incorretos podem causar choques estereoquimicos entre &tomos da cadeia principal e atomos
da cadeia lateral ou mesmo entre atomos de cadeias laterais vizinhas. E isto, pode contribuir
para que a proteina assuma uma conformacao incorreta.

A Tabela 2 apresenta o nimero de angulos de toxcéle cada um dos 20 residuos de
aminoacidos existentes.

Tabela 2: Numero de angulgspresente em cada residuo de aminoacido.

Residuos Nimero de &angulos X
GLY, ALA, PRO Cadeia principal
SER, CYS, THR, VAL X1
ILE, LEU, ASP, ASN, HIS, PHE, TYR, TRP X1, X2
MET, GLU, GLN X1; X2, X3
LYS, ARG X1sX25 X35 X4

2.3.3 Mapa de Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran

Os angulosy e v podem ter qualquer valor entre -Y80+180, porém, muitas combina-
¢cOes dep e ¢ séo proibidas por interferéncias estéricas entre atomos no esqueleto principal
da cadeia polipeptidica e entre atomos da cadeia lateral dos aminoacidos. Os valores permiti-
dos e proibidos para os angulos de torga®y sdo graficamente demonstrados pelo mapa de
Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran [74], ou simplesmente mapa de Ramachandran.

A Figura 10 apresenta o mapa de Ramachandran, destacando as regides permissiveis para
a combinacdo dos angulese ¢». Conforme sera discutido nas secfes seguintes, as regides no
mapa de Ramachandran representam, em termos de enovelamento, padrdes de tor¢éo da cadeis
polipeptidica (folhag?, hélices).

4Ligacdes de hidrogénio: surgem quando dois grupos polares interagem. Os dois grupos polares devem ser de
tipos especificos, isto €, um deve ser doador de préton e outro deve ser aceptor de préton.
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Figura 10 — Mapa de Ramachandran: a regido mais favoravel é apresentada em vermelho, a regido
permitida é apresentada em amarelo, a regido ainda aceitavel é apresentada em amarelo claro e a regido
nao permitida em branco. A regido em vermelho no canto superior esquerdo representa a regiao de folhas
0 paralelas e anti-paralelas. A regido em vermelho no centro esquerdo, e no centro direito representam a
regido de hélices a direita e a esquerda respectivamente (modelo adotado por Thornton e colaboradores
[48]).

2.4 Niveis de organizacéo estrutural

Para facilitar a tarefa de descrever e entender a estrutura de uma proteina, a mesma é estu-
dada em 4 niveis hierarquico estruturais: a estrutura primaria, a estrutura secundaria, a estrutura
terciaria e a estrutura quaternaria [49]. Cada um destes niveis estruturais é apresentado e discu-
tido nas proximas segoes.

2.4.1 Estrutura primaria

A estrutura primaria de uma proteina € descrita por sua sequéncia linear de residuos de
aminoéacidos. Cada aminoéacido se liga a outro aminoacido através de uma ligacdo peptidica
(Secdo 2.3). O inicio da estrutura priméria de uma proteina corresponde a sua regido N-terminal
e o final da estrutura primaria é determinada pela regido C-terminal (Figura 7).
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Figura 11 — Representacao esquematica da estrutura primaria de uma proteina. As regides destacadas
representam a cadeia lateral do polipeptideo.

2.4.2 Estrutura secundaria

Apesar das proteinas serem polimeros lineares, as estruturas das mesmas néo séo aleato-
rias, ou seja, elas apresentam em alguns casos certa regularidade. S&o arranjos particularmente
estaveis de residuos de aminoacidos formando padrfes estruturais ou regulares. S&o estas con-
formacdes regulares do polipeptideo que representam a estrutura secundaria da proteina. A
regularidade na conformacgéo espacial € mantida gracas as interagdes intermoleculares (liga-
¢Oes de hidrogénio) entre os hidrogénios dos grupos amino e os &tomos de oxigénio dos grupos
carboxilicos de outros aminoacidos. Alguns tipos de estruturas secundarias sado particularmente
estaveis e de alta frequiéncia em proteinas. As conformacdes mais proeminentes sédo as hélices
a e as folhagi. Além destas, ha também, estruturas irregulares tal como, a volta e a alga. Estas
estruturas irregulares, sdo estruturas aleatdrias que tem a funcédo de fazer a conexao entre as
estruturas secundarias regulares.

A seguir sdo descritas em maiores detalhes cada uma das estruturas secundarias:

Hélice o: em uma cadeia polipeptidica, o grupo NH da cadeia principal pode formar uma
ligacdo de hidrogénio com o grupo CO do quarto aminoacido mais proximo, a repeti¢éd i
define um padréo regular conhecido como héhideé0, 71]. As hélicesy possuem em média
3,6 residuos de aminoacidos por volta. A estrutura é estabelizada por uma ligacao de hidrogénio
ligando o atomo de nitrogénio de uma ligacao peptidica e o0 atomo de oxigénio da carbonila do
guarto aminoéacido da regido N-terminal, daquela ligacdo peptidica [49]. Cada volta sucessiva
de hélicea é presa as voltas adjacentes por trés ou quatro ligacdes de hidrogénio. Sdo estas
ligagOes de hidrogénio, que quando combinadas, garantem a estabilidade da estrutura helicoidal
(Figura 12B).
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Os residuos de aminoacidos da estrutura regular em forma de héifre seus angulos
diédros ¢ e v) variando no mapa de Ramachandran em torno d&a-3[RC0para¢ e -60a
20°paray (Figura 10). A Figura 12A apresenta uma héliceepresentada pelo arranjamento
dos atomos de sua cadeia principal. A Figura 12B apresenta umadéépeesentada através
dos atomos de sua cadeia principal juntamente com a sua representacao na filsbende

Diferentes seqUéncias de aminoacidos tém propriedades diferentes para formarahélices
Estas propriedades resultam do formato de sua cadeia lateral [10]. Os residuos de aminoacidos
como a metionina, a alanina, a leucina, a glutamina e a lisina sdo mais propicias a formar hélices
«. Os residuos de aminoacidos glicina, serina, prolina e tirosina geralmente nao participam da
formacéo de hélices [10]. A glicina tende a interromper a regularidade presente em uma es-
trutura em forma de hélice devido a sua grande flexibilidade conformacional. A prolina tende
a quebrar ou torcer helicesdevido ao fato de ndo poder formar uma ligacdo de hidrogénio
e por interferéncia estérica da sua cadeia lateral [49]. O niumero de aminoacidos presentes em
uma hélicen: é bastante varidvel e pode estar no intervalo de 5 a 40 residuos de aminoéacidos,
sendo mais frequente hélicexzom 10 residuos de aminoacidos [71].

Figura 12 — Representacao grafica da estrutura secundaria regular do tipaxhéhgeuma hélicea
vista através dos atomos de sua cadeia principal, (B) uma hédliista através dos atomos de sua cadeia
principal e através de sua representacao doriifimn. As linhas tracejadas representam as ligacdes de
hidrogénio.

Folha 3: no segundo tipo de estrutura secundaria, o esqueleto da cadeia polipeptidica é
estendido em ziguezague em vez de uma estrutura helicoidal como nas héli@aando as
cadeias polipeptidicas estdo arranjadas lado a lado formam uma estrutura que se assemelha
a uma série de fitas, trata-se da folhd49]. Neste arranjo, as ligac6es de hidrogénio sao
formadas entre segmentos adjacentes da cadeia polipeptidica. No mapa de Ramachandran, as
estruturas secundarias em forma de fothacupam a regido que varia de -18645para¢ e
45°a 225 paray (Figura 10).

As cadeias polipeptidicas adjacentes em uma félpadem ser paralelas ou antiparalelas.

SRepresentagio na forma Rébon a proteina é representada como uma superficie lisa e densa.
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Nas folhas paralelas o sentido da folha é da regido N-terminal para a regido C-terminal. Nas
folhas antiparalelas, o sentido da folha é da regido C-terminal para a regido N-terminal. Os
padrbes das ligacbes de hidrogénio das folhas paralelas e antiparalelas séo diferentes [70]. A
Figura 13A apresenta uma foll¥garalela através dos atomos de sua cadeia principal. A Figura
13B mostra a representacao do tigabon de uma folhas paralela. A Figura 14A apresenta

uma folhas antiparalela através dos atomos de sua cadeia principal. A Figura 14B mostra a
representacao do tipdobon de uma folhaeta antiparalela.
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Figura 13 — Representacédo grafica da estrutura secundaria regular do tipdfaltadela: (A) uma folha

0 paralela através dos atomos de sua cadeia principal, (B) umafplualela através dos a&tomos de sua
cadeia principal juntamente com a sua representacdo dolifpm. As linhas tracejadas representam as
ligacdes de hidrogénio.
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Figura 14 — Representacao gréfica da estrutura secundaria regular do tipé &oitiparalela: (A) uma
folha 8 antiparalela através dos 4&tomos de sua cadeia principal, (B) umgsfaliigparalela através dos
atomos de sua cadeia principal juntamente com a sua representacaordbpoAs linhas tracejadas
representam as ligagdes de hidrogénio.
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Voltas e alcas: O terceiro tipo de estrutura trata de uma estrutura secundaria irregular,
denominada por volta ou dobras. As voltas sdo formadas em regides onde o polipeptideo muda
a sua direcdo, ou seja, apds uma estrutura secundaria regular em forma de bébteass.

As voltas sdo os elementos estruturais que unem sucessivas estruturas secundarias regulares. A
Figura 15A, apresenta uma volta. Esta volta tem um tamanho maior quando comparada com a
alca da Figura 15B.

Por serem estruturas irregulares nao existe uma regido especifica para voltas no mapa de
Ramachandran. A combinacéo de angulas)) podem ocupar qualquer regido neste mapa de
Ramachandran, isto inclui regides de follvagle hélicesy. Devido a esta particularidade, as
voltas sao dificeis de serem preditas por métodos computacionais (conforme seréa discutido nos
capitulos seguintes).

A

Figura 15 — Representacao grafica de estruturas secundarias irregulares e aleatérias: (A) representa uma
volta, (B) representa uma alca.

2.4.3 Estrutura terciaria

A estrutura terciaria de uma proteina é representada pela distribuicdo de suas estruturas se-
cundérias no espaco 3D. A forma tridimensional assumida pela proteina é também chamada de
estrutura nativa da proteina ou estrutura funcional. A estrutura nativa da proteina tem como prin-
cipal fator de formacao a variacao dos fatores termodinamicos, ou seja, interacdes covalentes,
ligacBes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, interacdes hidrofilicas, interacdes eletrostati-
cas, forcas de van der Walls e forgas repulsivas [29].

Através da estrutura terciaria de uma proteina é possivel analisar ou prever a fungcédo que
a mesma exerce no organismo. E possivel, através de seu estudo, identificar o sitio ativo de
enzimas, sitios de ligacdo em um receptor, ou um local de recombinacao para a a¢do de outra
proteina [49].
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A Figura 16A, apresenta a estrutura terciaria da Crarfitpfg® (cédigo PDB: 1CRN), com-
posta por 2 estruturas secundarias em forma de heleduas estruturas em forma de fitas
formando uma folh@ atiparalela, conectadas por estruturas irregulares do tipo volta [64]. A Fi-
gura 16B apresenta a estrutura terciaria de um peptideo de escorpido [9] (cdédigo PDB: 1ACW),
composta por uma estrutura regular em forma de hélieema folhas atiparalela, conectadas
por estruturas irregulares do tipo volta [64].

Figura 16 — Representacdo do tiRdobonde estruturas terciarias. (A) apresenta a estrutura terciaria

da proteina Crambina, cujo cédigo PDB é 1CRN; (B) apresenta a estrutura terciaria do peptideo de
escorpido, cujo codigo PDB é 1ACW. As pontes de sulfeto formadas entre os residuos de aminoacido
CIS10 e CIS26, CIS06 e CIS24 e CIS3 e CIS19 da proteina Crambina e as cadeias laterais e a cadeia
principal de ambas as proteinas ndo sdo mostradas para facilitar a visualizacéo.

A estrutura terciaria de uma proteina esta relacionada com a sua topologia (ou enovela-
mento). A topologia de uma proteina é dada pelo tipo de sucesséao de estruturas secundarias que
estao conectadas e a partir da forma na qual estas estruturas estdo organizadas no espaco 3D. A
Secdao 2.5 apresenta as diferentes classes de topologias.

2.4.4 Estrutura quaternaria

Uma proteina pode apresentar diversas cadeias (ou subunidades) polipeptidicas formando
uma estrutura quaternaria. A estrutura quaternaria de uma proteina é o arranjamento de va-
rias estruturas terciarias. Esta estrutura € mantida pelas mesmas for¢cas que determinam as
estruturas secundarias e terciarias (ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, interacbes
hidrofilicas). A Figura 27 apresenta a estrutura quaternaria da Hemoglobina [45] (c6digo PDB:
1A00).

6Crambina: pequena proteina globular presente em sementes de plantas.
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A estrutura quaternaria da Hemoglobina apresenta 4 cadeias: A, B, C e D. Cada uma destas
subunidades € uma estrutura em nivel terciario.

Figura 17 — Representacao do tiRilbbonda estrutura quaternaria 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 Classificacao de estruturas de proteinas

As proteinas podem ser agrupadas e classificadas segundo seus padrdes de enovelamenta
[51]. Entre proteinas com padrdes de enovelamento similar, existem familias que compartilham
caracteristicas em suas estruturas, sequéncias e fung¢des [51]. A classificagdo mais geral de
familias de estruturas de proteinas € baseada nas suas estruturas secundarias e terciarias:

e Hélicea: estrutura secundéria composta totalmente ou em sua maioria por kélices
e Folhag: estrutura secundaria composta totalmente ou em sua maioria por #olhas

e a + (3. hélicesa e folhas/ separadas em partes diferentes da molécula; auséncia da
estrutura supersecundafiax-g;

e a/(: hélices e folhas dispostas a partir de unidagles;
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e o/( linear: uma linha passando pelos centros das fitas das folha é aproximadamente li-
near,;

e Barril /3: uma linha passando pelos centros das fitas da folha é aproximadamente cir-
cular.

Existem diversos bancos de dados que realizam a classificagdo e o agrupamento das estru-
turas de proteinas. Sao exemplos: o SCOP [64], o CATH [67] e o FSSP/DDD [36].

2.6 Determinacao experimental da estrutura 3D das proteinas

A estrutura 3D de uma proteina pode ser obtida, experimentalmente, através de técnicas de
cristalografia por difracdo de raio X ou por ressonancia magnética nuclear (NMR). A crista-
lografia por difracdo de raio X € o mais antigo e mais preciso método para determinacao da
estrutura de uma proteina. A técnica permite determinar a estrutura 3D de proteinas, nao exis-
tindo limites para o tamanho das moléculas em estudo, porém, as amostras (cristais) sofrem
com danos causados pela radiacédo aplicada, ndo podendo ser analisada a dindmica das intera-
¢cOes entre proteinas, substratos e solventes [6]. A ressonancia magnética nuclear, por sua vez,
€ uma técnica mais nova, apresentando vantagens referentes a possibilidade de estudo da estru-
tura e da dindmica da molécula em estado liqguido ou em um ambiente fisiol6gico. A principal
desvantagem dos métodos experimentais para a determinacéo da estrutura 3D de proteinas esté
relacionada ao alto custo dos experimentos e ao elevado grau de complexidade. Isto, motivou
ciéntistas da computacao, fisicos, bidlogos e matematicos a trabalharem no desenvolvimento
de novas metodologias que pudessem predizer de forma correta a estrutura terciaria de uma
proteina, dada unicamente a sua sequéncia de aminoacidos. No Capitulo 3 sdo abordadas as
principais metodologias para a predigagilico da estrutura 3D de polipeptideos.

2.7 Banco de dados de estruturas de proteinas

Os bancos de dados estruturais séo a base da Bioinformatica Estrutural, pois fornecem os
ingredientes para a predi¢éo, a analise e o estudo da estrutura de biomoléculas. O mais conhe-
cido banco de dados de estruturas 3D de proteinaPmétein Data BankPDB) [8], o qual
tem como principal propdsito armazenar, organizar e distribuir estruturas de macromoléculas.

O PDB néo € o tnico banco de dados de informacgdes estruturais de proteinas, existem ainda ou-
tras bases de dados que organizam e distribuem este tipo de informagdes. Sdo exemplos destas
bases de dados: EMBL (banco de dados de estruturas de proteinas localizado na europa) [93]
e PDBj (banco de dados de estruturas localizado no japdo). Esforcos entre pesquisadores do
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PDB, EMBL e PDB;j estédo sendo realizados para criar um banco de dados Unico de estruturas
3D para a comunidade de pesquisadores, trata-se do wwPDB [7].

A possibilidade de acesso a informacdes sobre a estrutura de proteinas € uma peca chave
nos métodos de predi¢do de estruturas 3D de proteinas. Estes utilizam as informacdes destas
bases para busca de padrdes, constru¢des de modelos e validacdo das estruturas 3D preditas.

2.7.1 Biliotecas de rotameros

As bibliotecas de rotameros séo conjuntos de angulos diedros usados especificamente para a
otimizacao das posi¢cdes dos angulos diedros das cadeias laterais. Uma biblioteca de rotameros
€ constituida a partir de informacgdes das tor¢cfes de estruturas semelhantes, obtidas experimen-
talmente. Devido a restricbes estéricas nas tor¢des dos angdibsadeia lateral, as cadeias
laterais dos amino&cidos de um polipeptideo assumem apenas algumas conformacgdes [29].

As bibliotecas de rotameros podem ser dependentes ou independentes da estrutura prima-
ria da proteina. As bibliotecas independentes classificam todos os valores de &ndgllos
determinado aminoacido sem considerar se 0 mesmo ocorre em uma estrutura regular de hé-
lice o ou folha3. Em contrapartida as bibliotecas dependentes classificam os aminoacidos de
acordo com a sua presenca em estruturas secundarias regulares. A biblioteca mais comum e
mais utilizada é a biblioteca de rotdmeros de Dunbrack [22].

2.8 Resumo do capitulo

Neste Capitulo foram apresentados os conceitos basicos da Bioinformética Estrutural. De
forma mais detalhadas foram discutidas as proteinas, as suas unidades basicas (os aminoacidos),
a formacgé&o de cadeias polipetidicas e o0s niveis hierarquico estruturais em que as proteinas sdo
estudadas. Foram também apresentados os banco de dados de estruturas de proteinas e a:
biliotecas de rotameros.

Este capitulo serve como base para a compreensao dos demais topicos desta Dissertacao.
No capitulo 3 sdo abordadas as principais metodologias para préugifioo da estrutura 3D
de proteinas.
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3 Predicaoin silico da estrutura tridimensional de proteinas

3.1 Introducao

A predigdo da estrutura tridimensional (3D) de proteinas, baseada unicamente em sua seqién-
cia de aminoacidos, é um problema que vem, ao longo dos ultimos 40 anos, desafiando cientistas
da computacao, engenheiros, matematicos e bidlogos [6]. A predi¢cdo do enovelamento [17] de
uma proteina é um dos maiores problemas na Bioinforméatica Estrutural. O principal desafio
€ compreender como a informacao codificada na seqtiéncia linear de aminodacidos (estrutura
primaria) traduz-se na estrutura 3D (estrutura terciaria) de uma proteina, e a partir deste conhe-
cimento, desenvolver metodologias computacionais que possam predizer, de forma correta, a
estrutura nativa da proteina.

Muitas metodologias e algoritmos foram propostos ao longo dos anos como solucao 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 meétodos
ab initio e os métodode novd76,86], os quais possuem a capacidade de predizer novas formas
de enovelamento para proteinas que nao possuem homélogas no PDB.

Na modelagem comparativa, uma sequéncia alvo € alinhada contra a seqUéncia de uma
proteina molde com estrutura 3D conhecida e armazenada no PDB [8]. Quando a homologia
€ detectada, geralmente com mais de 30% de identidade, a modelagem pode proceder reali-
zando a coOpia das coordenadas 3D de um molde ou obtendo a média entre multiplos moldes e
substituindo estas na proteina-alvo. Ainda, € possivel utilizar distancias inter-atdmicas de re-
gides de alinhamento dos moldes como restricdes para a modelagem [12,47]. A modelagem
comparativa por homologia de seqiiéncia se apresenta como o método de predicdo com maior
acuracia nos resultados finais [42, 58, 91]. Em contraste, métodos baseados em conhecimento
(knowledge-basgaditilizam potenciais estatisticos derivados da analise de padrdes de enovela-
mento de proteinas com estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados [12].
A partir destas estatisticas, uma proteina-alvo pode ser predita mesmo ndo havendo estruturas
homologas na base de dados [47]. Os métodos de reconhecimento estrutural via alinhavamento
(threading séo os melhores exemplos desta técnica [42,91]. Estes métodos permitem a detec-
¢cdo de homologia entre seqiiéncias e estruturas de proteinas que nao seria possivel com métodos
de alinhamento par a par de seqiéncias, como os utilizados na modelagem comparativa por ho-
mologia.
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Os métodosb initio sdo fundamentados na termodinédmica e baseiam-se no fato de que a
estrutura nativa de uma proteina corresponde ao minimo global de sua energia livre [91]. Esta
metodologia simula o0 espaco conformacional da proteina utilizando uma funcéo de energia
potencial (EP), a qual descreve a energia interna da proteina e suas interagdes com o meio em
gue esta inserida. O objetivo é encontrar um minimo global de energia livre que corresponda ao
estado nativo ou funcional da proteina [68, 91]. Técnicas estocasticas e deterministicas como
Monte Carlo e simula¢des por Dinamica Molecular (DM), respectivamente, sdo as principais
metodologias empregadas em predicélesnitio [68]. ROSETTA [76, 84] e LINUS [85-87]
sdo exemplos de métodos de predig@&onove os quais através de um conjunto de funcdes
de classificagcdos€oring functionse de funcbes especiais para célculo de energia potencial,
derivadas de métodos purameate initio, buscam a predicade nove enovelamentos. Os
métodogle novasao os que, atualmente, apresentam os melhores resultados em predicdes [63].

No entanto, estas metodologias de predicdo possuem limitagbes: métodos baseados em
modelagem comparativa por homologia somente podem realizar a predicdo de estruturas que
possuem sequéncias idénticas ou bastante similares em um banco de dados de estruturas co-
nhecidas. Métodode novoe métodosab initio, por sua vez, tornam possivel a obtencéo de
estruturas cujas formas de enovelamento ainda nao sao conhecidas. Entretanto, a complexidade
e o tamanho do espaco dimensional [65], mesmo para uma pequena molécula polipeptidica, tor-
nam o problema da predicao intratavel computacionalmente [44, 53] (Paradbevidéha),
apesar da existéncia de plataformas computacionais com alto poder de processamento, algumas
das quais, como a série BlueGene [2,60], custam dezenas ou até centenas de milhdes de dolares.

Neste capitulo sdo abordadas as principais metodologias existentes para a presdlic@o
da estrutura 3D de polipeptideos. Incialmente s&o descritos os métodos de modelagem compa-
rativa por homologia e os métodos baseados em conhecimento. Em seguida, sdo descritos 0s
métodosde novoe ab initio.

3.2 Modelagem comparativa por homologia

Na modelagem comparativa por homologia uma sequéncia de residuos de aminoacidos de
uma proteina (sequéncia alvo) € alinhada contra a seqiiéncia de aminoacidos de outra proteina
com estrutura conhecida e armazenada no PDB [8] (seqliéncia e estrutura-molde). Caso a
sequéncia alvo seja bastante similar a sequiéncia de estrutura conhecida, utiliza-se esta estru-
tura como um molde para a modelagem da estrutura da proteina [42] [58].

Segundo Sternberg [89] um método de predicdo baseado em homologia possui seis passos
basicos:

1. Encontrar um conjunto de proteinas, determinadas experimentalmente, que sdo homoélo-
gas a sequéncia da proteina-alvo;
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2. Estabelecer um alinhamento de seqliéncia entre a seqiiéncia-alvo e as proteinas com es-
truturas determinadas experimentalmente;

3. ldentificar segmentos da cadeia principal da estrutura desconhecida que sédo conservados
em relacéo a estruturas conhecidas;

4. Modelar as regibes variaveis
5. Modelar as cadeias laterais da proteina-alvo;

6. Refinar a estrutura predita através de métodos de refinafttdo como base a energia
potencial.

A técnica de modelagem comparativa por homologia pode ser aplicada toda vez que for
possivel detectar uma relagdo evolucionaria entre a proteina-alvo e a proteina-modelo, a qual,
tem a estrutura 3D conhecida [12,42,58]. A relacdo evolucionaria entre proteinas € uma fator
fundamental nos métodos de modelagem comparativa por homologia, pois, parte-se do preceito
de que proteinas alvo podem ser moldadas a partir de proteinas homologas com estrutura 3D
determinada experimentalmente. A estrutura destas proteinas sdo similares no sentido de que
aminoacidos com caracteristicas fisico-quimicas idénticas ocupam posi¢des iguais em proteinas
homologas. Os angulos de torcédo da cadeia principal também preservam um certo padrdo em
seus valores.

Segundo Tramontano [91], a analise comparativa por homologia é o método mais utilizado
para predicdo de estruturas de proteinas, e isto se deve a duas razdes: primeiro a qualidade dos
modelos preditos, que possuem uma razoavel relagédo evolucionaria, apresentam-se com uma
acuracia maior do que aquelas produzidas com técnicas diferentes. O segundo motivo, se refere
ao fato de que a confiabilidade do modelo pode ser estimpdara. Desta forma, € possivel
estimar a qualidade da estrutura predita.

A Figura 18 esquematiza um processo tipico de modelagem comparativa por homologia.
Inicialmente, sequéncias similares a sequéncia-alvo séo coletadas usando ferramentas de busca
em banco de dados [91], tais como, FASTA [72], BLAST ou PSI-BLAST [3]. As sequéncias
encontradas sao realinhadas usando um programa para alinhamento multiplo de sequéncias,
como por exemplo CLUSTALW [35] ou T-COFFEE [66]. Este alinhamento entre a sequiéncia
da proteina-alvo e a(s) sequéncia(s) de proteina(s) com estrutura(s) conhecida(s) irdo formar a
base do modelo. Em seguida, procede-se construindo a cadeia principal das regiées homélogas a
estrutura da cadeia principal de regides divergentes e por ultimo as cadeias laterais. A avaliacédo
final do modelo é feita levando-se em consideracao toda a informacédo disponivel da proteina
de interesse [91]. Segundo Baxevanis [6], 0 passo mais critico na modelagem por homologia

'Regi&o variavel: regido de estruturas irregulares.

2Métodos de refinamento: apos a construcdo do modelo da proteina-alvo é necessario otimiza-lo. As interacdes
desfavoraveis entre atomos néo-ligados, bem como as energias de angulos torcionais e de ligacdo sédo otimizadas
por métodos de mecénica molecular.
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€ o alinhamento. Um alinhamento incorreto pode produzir um efeito de distorcdo dos demais
passos, gerando um modelo de estrutura final distorcido e incorreto.

Seqiiéncia alvo
< Seqiiéncia alvo ) FNMOCQRRF YEALHDPNLNEE QRNAKIKSIRDDC
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Figura 18 — Representacao esquematica de um processo tipico de modelagem comparativa por homolo-
gia: inicialmente sédo identificadas proteinas-molde. Em seguida a seqiiéncia da proteina-alvo é alinhada
contra a sequiéncia das proteinas-moldes e, posteriormente, um modelo € construido e validado, obtendo-
se ao final, a estrutura 3D da proteina-alvo. Caso necessario a estrutura final pode passar por um processo
de refinamento. Adaptado de [58].

Apesar da alta qualidade em suas predi¢cdes, a técnica de modelagem comparativa por ho-
mologia apresenta limitacdes. A primeira limitacao diz respeito a impossibilidade de realizar a
predicdo de novas formas de enovelamento. Isto é explicado pelo fato de tal metodologia estar
presa as formas de enovelamento conhecidas e armazenadas no banco de dados de estrutura
(PDB). A segunda limitacdo esta no fato de ndo ser possivel estudar o processo de envovela-
mento da proteina, ou seja, 0 caminho que a proteina percorre do seu estado desenovelado até
o seu estado enovelado e funcional (estado nativo).

3.3 Modelagem baseada em conhecimento: reconhecimento de padrdes
de enovelamento via alinhavamento

Os métodos baseados em conhecimeknoWledge-basgditilizam, para realizar as suas
predicdes, potenciais estatisticos derivados da analise de padrées de enovelamento de proteinas
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com estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados de estruturas. Métodos
de reconhecimento de motivos estruturais via alinhavamentbreadingsao um exemplo de

método pertencente a esta metodologia. Estes métodos se baseiam na observagdo de que umz
larga porcentagem de proteinas adota um numero limitado de formas de enovelamento. Exis-
tem aproximadamente 10 diferentes formas de enovelamento em 50% das estruturas conheci-
das [79]. Através da deteccao de similariedades estruturais, as quais ndo podem ser detectadas
unicamente pela similariedade entre as sequéncias de aminoacidos, sdo construidos os mode-
los 3D. A Figura 19 esquematiza um método genérico de predi¢cdo de estruturas baseado no
reconhecimento de padrbes de enovelamento.

Seqiiéncia alvo
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Figura 19 — Representagdo esquematica de um processo tipico de modelagem baseada no reconhecimentc
de padrdes de enovelamento via alinhavamentoe@ading: inicialmente é construida uma biblioteca

de enovelamentos, em seguida sdo construidos modelos, a energia de cada modelo é calculada e as
conformacdes sdo pontuadasgorg, os modelos sdo classificados (ranqueadas). Figura adaptada de
[35]

Inicialmente, para uma dada sequéncia de residuos de aminoacidos, é construida uma bi-
blioteca de padrdes de enovelamento. Se fragmentos da sequiéncia da proteina-alvo se ajustam
bem a estas formas de enovelamento, € possivel deduzir um alinhamento, mesmo que nédo haja
informagé&o suficiente para construir um modelo 3D completo. Em um segundo momento, a
partir das informacgdes obtidas de proteinas com estruturas conhecidas, sdo construidos mode-
los estruturais. Com base no valor retornado de uma funcéo objetivo, estes modelos estruturais
sao pontuadoseécorg. A partir da pontuacao obtida por cada modelo estrutural todas as con-
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formacdes construidas sao classificadas (ranqueadas) e o modelo 3D final € escolhido. O alinha-
vamento é frequientemente utilizado para identificar homologias que ndo podem ser descobertas
por um alinhamento par a par de sequiéncias de proteinas.

3.4 Predic&oab initio

Os métodosb initio sdo fundamentados na termodinamica e baseiam-se no fato de que a
estrutura nativa de uma proteina corresponde ao minimo global de sua energia livre [91]. Esta
metodologia simula o espaco conformacional da proteina utilizando uma funcéo de energia
potencial, a qual, descreve a energia interna da proteina e suas interagbes com 0 meio em que
esta inserida. O objetivo € encontrar um minimo global de energia livre que corresponda ao
estado nativo ou funcional da proteina [68, 91].

A predicdo de estruturas 3D de proteinas, por meio de métdnlwstio, pode ser dividida
em dois sub-problemas: o primeiro diz respeito ao calculo da energia de uma dada conformacéo
e, 0 segundo, diz respeito a estratégia de busca utilizada para encontrar todas as possiveis con-
formacdes [91]. O calculo da energia potencial de uma conformacéo trata da representacéo da
conformacdao através de parametros da fisica classica. A estratégia de busca representa um mé-
todo pelo qual o espaco de busca conformacional da proteina € percorrido, através de alteracdes
na conformacao, buscando encontrar aquela que apresente a menor energia potencial [68].

Os métodosb initio conseguem prever novas formas de enovelamento, pois, ndo estao li-
mitados a proteinas que possuem sua estrutura ja conhecida como na modelagem comparativa
por homologia e no alinhavamento. No entanto, os métadasitio apresentam problemas no
gue se refere & dimensao do espaco de busca conformacional [44,53]. Este problema é conhe-
cido e frequentemente referenciado por varios autores coRavamloxo de Levinthaldevido
aos estudos realizados por Cyrus Levinthal em 1968 [53], onde este verificou que é impossi-
vel, computacionalmente, reproduzir o processo de enovelamento de uma proteina, devido ao
grande namero de estados conformacionais que tal molécula pode assumir.

Técnicas estocasticas e deterministicas como Monte Carlo e simulacdes por Dinamica Mo-
lecular (DM), respectivamente, sdo exemplos de metodologias para busca de conformacdes
usando como parametro a energia potencial [68]. Nas secdes seguintes serdo apresentadas, bre:
vemente, um modelo de funcado para célculo da energia potencial (EP) de uma conformacéo e
as duas metodologias para busca de conformagdes (Monte Carlo e DM).

3.4.1 Funcdes de energia potencial

A energia da conformacéo de uma proteina pode ser descrita através de uma funcéo de ener-
gia potencial (EP) composta pelas interacdes entre atomos da proteina. Esta funcéo é formada
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pela soma das interacdes covalentes e ndo-covalentes e pode ser descrita como:

Ec =) Kybe —beg)’ + Y _ Ko(Oc — 60+ %[1 + cos(nge — 1)+

lig ang die
Aij Bij q192
E :[ 12~ .6 + ke 2 ]
re r. r
ne 4,0 ij,C ,C

Esta funcao F) retorna o valor aproximado da energia potencial de uma conformacao da
proteina, através da soma dos potenciais de ligdigflo dos potenciais angulareang), po-
tenciais de torcaadfe) e da energia potencial dos atomos néo ligatlog.( Existem diversos
programas que foram desenvolvidos para realizar o calculo da energia potencial de moléculas,
cada qual apresentando suas particularidades, porém seguindo a estrutura de funcao de energia
acima descrita. Exemplos destes softwares sdo: CHARMM [11, 56], AMBER [13] e GROM-
MOS [82].
A seguir é descrita cada uma das interacfes presentes na funcédo de energia gatencial
Inicialmente sédo descritas as interacfes covalentes e em seguida as intera¢cdes ndo-covalentes.
InteracOes covalentes:as ligagdes covalentes ocorrem quando atomos compartilham um
par de elétrons [54]. As liga¢bes covalentes alteram a natureza dos atomos envolvidos, no
caso das proteinas, por exemplo, as ligacdes covalentes sao responsaveis por manter unidos
um aminoacido ao outro através de ligacdes peptidicas da cadeia principal [29]. Fazem parte
das interacfes covalentes a energia potencial liberada pela ligacdo de dois atomos, o potencial
angular e o potencial dos angulos diedros.

A energia potencial de uma ligacao entre dois &tomos pode ser descrita pela Equacéo 3.1.
OndeE};, é a energia potencial da ligagéo quimioa& o comprimento da liga¢éé,, o com-
primento de equilibrio da ligacdo /€, a constante.

By = Kpy(b — bey)? (3.2)
O potencial angular é representado pela Equacéo 3.2. @pgdee a energia de variagéo
dos angulos de ligagéo.

Eung = Ko(© — 6,,)? (3.2)

E4. € a energia potencial dos angulos diedros, dhiéeo nimero de minimosgo angulo
de fase (Equacéo 3.3).

N
Ejie = Z Ky[1 + cos(ng — )] (3.3)

n=1
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InteragcBes entre &tomos néo ligados covalentementedo todas aquelas interagdes entre
atomos que ndo estdo conectados por ligacdes covalentes, sao for¢cas mais fracas do que as for-
¢as covalentes, porém, contribuem de forma muito expressiva para a estabilidade da molécula.
Fazem parte das interacdo ndo covalentes as forcas elétrostaticas, as energias de disperséo, a:
energias de repulséo (forca den der Waalls

Nas interacOes eletrostaticas, um nucleo e seus elétrons interagem de acordo com a lei de
Coulomb[83], conforme descrito pela Equacéo 3.4. Ordeé a forca eletrostaticay e ¢-
sdo as cargas parciais das duas particulas, medidas em unidades cltamiadaiss (C)e k.

(k. = 8,99 x 10°N.m?/C?) é a constante d€oulombe r é a distancia em metros. A equacéo

de Coulombafirma que a for¢a de atracao ou repulsdo entre duas casgag) € diretamente
proporcional ao produto dos valores absolutos das duas cargas e inversamente proporcional ao
guadrado da distanciaentre elas.

F. =k 22 (3.4)
T
As energias de disperséo sao representadas pela Equacédo 3.5FEQnéa energia de
dispersé@op;; depende do par de atomos envolvidos e é usualmente estimado empiricamente

dos dados derivados de raios X de estruturas cristalinas.

By (3.5)

6
T

Edis = -

Um outro fato que precisa ser levado em consideracdo € que o orbital de um &tomos ndo
pode ser sobreposto por outro devido ao principio de exclus®aule em que o estado de
dois elétrons ndo podem possuir 0o mesmo estado quantico. Este efeito pode ser observado ao se
assumir que cada a&tomo é uma esfera rigida com um raio especifico (o vaindier Waallye
dois atomos ndo podem ter seus raios sobrepostos. Esta energia representa a energia de repulsac
descrita pela Equacgéo 3.6. Ondg., é a energia de repulsad,; € o termo determinado
empiricamente.

Ay
Eyop = 3 (3.6)

ri?

A unido das forcas covalentes e das forcas ndo-covalentes representa a energia da confor-
macao da molécula em um dado momento. Sao estas for¢cas as componentes de uma fungéo de
energia potencial (EP) que descreve por meio de parametros da fisica classica, o estado fisico-
guimico da molécula. A conformacao de uma proteina em seu estado nativo € aquela que possui
a menor energia potencial livre.
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3.4.2 Meétodos para busca de conformacdes

Diversos métodos para busca por conformacfes com menor energia potencial foram de-
senvolvidos nos ultimos anos. Estes métodos séo classificados em dois grupos: métodos es-
tocasticos e métodos deterministicos. Algoritmos baseados em técnicas estocasticas como
Monte Carlo pertencem ao primeiro grupo e métodos deterministicos, como Dinamica Mo-
lecular (MD), pertencem ao segundo grupo.

Dinamica Molecular: em uma simulacédo por DM, uma trajetdria de um sistema molecular
€ gerada pela solucdo simultanea da equacdo de movimehtevdtenpara todos os atomos
do sistema molecular. Cada atomo de uma proteina possui uma energia potencial e sente con-
sequentemente uma forca externa igual a derivacdo espacial desta energia. Através da segunda
lei de Newtoné possivel calcular a forca de acdo de cada atomo, conforme pode ser observado
na Equacéo 3.7.

Fi=m 22 @3.7)
at?

A partir da forca de acdo de cada atomo € possivel calcular a posicdo de cada atomo ao
longo de uma série de curtos passos de tempo, e isto, resulta numa série de estruturas ao longo
do tempo, a qual € comumente chamada de trajet6ria. Na pratica é selecionada uma temperatura
T, a partir da qual é computada uma velocidade inicial de distribuicdo dos &tomos conforme a

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

m _my?
f= (m)w@ 2KT (3.8)

Esta equacao, proporciona a fracAale particulas de massa e velocidadev em um
sistema com temperatufd. Para integrar a equacado dewton calcula-se a aceleragéo, a
velocidade, e a posicéo de cada &tomo em cada passo de tempo, conforme descrito nas Equacoes
3.9,3.10e 3.11.

alt) = 2 (3.9)
ri(t + At) = ri(t) + vi(t + At)At (3.11)

Segundo Tramontano [91], 0 passo de tentpogstep precisa ser suficientemente pequeno
para garantir que a aceleracdo seja praticamente constante durante o mesmo. Simulac¢des por
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Dinamica Molecular a uma temperatura relativamente alta podem ser usadas para explorar uma
fracdo mais ampla do espaco conformacional da proteina.

Monte Carlo: métodos por DM simulam o espaco conformacional de uma proteina atraves
de movimentos ao longo de uma trajetéria. Porém esta ndo € a Unica opcdo, uma outra alterna-
tiva € mover-se de uma conformacéo a outra por meio de amostragens de aceitacdo ou rejeicédo
da nova conformacgé&o de acordo com uma Unica fungéo de energia [91]. Métodos baseados na
técnica de Monte Carlo [80] iniciam o processo de busca por conformacfes de menor energia
potencial, partindo de uma conformacao inicial com energia potefi@akalizando alteracdes
na conformacédo obtendo novas conformacdes [80]. A enéfgite uma nova conformacéo é
calculada. S&’' é menor queér o movimento realizado na conformacéo € aceito, e assim pro-
cede o processo de busca. Nos métodos de Monte Carlo aceita-se uma configuracao que reduz
a energia do sistema, porém nao necessariamente exclui-se as demais conformacgdes que nao
obtiveram valores de energia menores. O ndo descarte destes valores, fara com que, durante o
processo de busca, o método de Monte Carlo nao fique preso em um minimo local [91].

3.5 Predicéode novo

Os métodosle novosao aqueles métodos de predi¢do que, através de um conjunto de fun-
¢Oes de classificagcadsdoring functionse de fungbes especiais para calculo de energia poten-
cial (EP), derivadas de métodos purameatteinitio, buscam a predicdo de novas formas de
enovelamento. Os métodde novosao os que, atualmente, apresentam os melhores resulta-
dos nas predicGes realizadas no CAF]. Sao exemplos de métodds novo ROSETTA
(ROBETTA®) [75,76,84], LINUS [85-87] e FRAGFOLD [42].

Os métodosle novdouscam realizar a predicéo de novas formas de enovelamento baseando-
se em moldes. Esta concepg¢éao surge a partir da observagéo de que quando um novo enovela-
mento € descoberto, este € composto por motivos estruturais comuns de fragmentos ou de es-
truturas supersecundarias de proteinas com estruturas conhecidas [91]. Desta forma, se existem
fragmentos da proteina que se enovelam em estruturas similares, entdo é possivel utilizar esta
informacé&o ou estes fragmentos na construcao de novos modelos estruturais 3D de proteinas.
Esta é a base dos métodies novobaseados em fragmentos. Nestes métodos, a conformacao
de uma dada sequéncia alvo € construida com base em informacdes extraidas de fragmentos de
proteinas com estruturas 3D conhecidas [91]. A conformacé&o de uma proteina passa a ser vista

3CASP (ritical Assessment of Techniques for Protein Structure Predict@rento realizado a cada dois anos
para avaliar a qualidade das predic8es realizadas pelos atuais métodos. O mesmo reline varios grupos de pesquisa
gue desenvolvem métodos para predigGes de 3D estruturas de proteinas. Atualmente o CASP esta em sua sétima
edicdo. Maiores informacgBes podem ser obtidas em http://predictioncenter.gc.ucdavis.edu/.

4“ROBETTA (Full-chain Protein Structure Prediction Seryeservidor de predi¢éo de estruturas 3D de protei-
nas que utiliza o método ROSETTA. Disponivel em: http://robetta.bakerlab.org/index.html
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como um conjunto de varios fragmentos da sequéncia de aminoacidos representando motivos
estruturais diversos.

A estratégia adotada pelos métodos baseados em fragmentos € coletar as estruturas locais
assumidas por pequenos segmentos de fragmentos em estruturas 3D ja conhecidas e realizar
a combinacdo destas estruturas locais para produzir um nimero de provaveis modelos 3D de
uma proteina-alvo, onde o modelo final é selecionado levando-se em consideracao a energia
potencial minima (derivada de métodasinitio) [91].

Devido ao fato de que seqiiéncias locais semelhantes nem sempre assumem a mesma estru-
tura 3D, por motivo do efeito do grande numero de interacfes ocorrentes na estrutura terciaria
da proteina, os métodos de predicdo baseados em fragmentos ndo podem simplesmente frag-
mentar a seqiéncia de aminoacidos da proteina-alvo e através de consulta em bases de dados de
estruturas de proteinas-molde, obter as informacdes de enovelamento do fragmento em questéo
e realizar a juncéo destes fragmentos sem nenhum critério. E necessario que sejam estabeleci-
dos critérios de relacao entre fragmentos de forma que se possa determinar os fragmentos com
maior probabilidade de insercdo durante a construcdo do modelo final da sequiéncia-alvo. Estes
critérios surgem da idéia de que existem interagdes nao-covalentes entre os atomos da molé-
cula e de que desta forma uma determinada regiao da proteina € influenciada por interacdes que
ocorrem em outra regido estrutural [91].

Em métodos baseados em fragmentos, a cadeia principal da proteina-alvo € enovelada atra-
vés da alteracdo em seus angulos de tor¢do com base em angulos de estruturas de proteinas-
molde ou ainda a partir de informacdes de posicionamento de &tomos no espaco 3D.

Um aspecto importante destes métodos de predi¢do esta relacionado a forma e aos termos
utilizados por uma funcéo que realiza o classificacdo (ranqueamento) e exploracéo de todas as
possiveis combinagfes de fragmentos para construcdo das estruturas. A classificacdo dos frag-
mentos visa estabelecer uma relacdo de ordem no conjunto de fragmentos, buscando organizar
agueles que sdo mais aptos a ocupar determinada regido na cadeia principal da proteina-alvo.
Esta classificacéo é realizada por meio da analise do grau de similaridade entre os fragmentos
e através da analise das interacdes de outros fragmentos da proteina que podem influenciar na
forma que este fragmento ira enovelar-se. O método ROSETTA [75, 76, 84] utiliza um com-
plexo conjunto de fungdes (lista de férmulas utilizadas pelo Método ROSETTA natabela 1 e 2
de Baker [75]).

De forma geral, um método de predicdo baseado em andlise e combinacao de fragmentos é
composto por quatro etapas distintas onde, dada a seqiiéncia completa de aminoacidos de uma
proteina, este procede:

¢ Dividindo a sequéncia alvo em fragmentos;

e A partir de cada fragmento, realiza-se a busca por sequéncias (dos fragmentos) similares
em um banco de dados de estruturas conhecidas;

¢ Os fragmentos-molde séo classificados (ranqueamento);
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e A partir dos fragmentos-molde e com a utilizacdo de uma técnica de combinacéo, a es-
trutura tridimensional é construida;

e A conformacéao é refinada.

A Figura 20 apresenta o diagrama esquematico do processo de um e tooko

( Seqiiéncia alvo ) Segiiéncia alvo
FMMQCQORRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC
Fragmentacgao Fragmetagdo da
seqiiéncia molde
‘ .
m
Busca pov moldes no PDB Busca por moldes -a—
‘ no PDB
£ /
Construgdo do modelo g;‘ “E_; 2 &"'.34? 3-;@
Validagao do modelo Construgio do modelo,
¢ validagao e refinamento
CMOI:IEIO 3D fina|> Modelo 3D

Figura 20 — Representagdo esquematica de um médovautilizando combinacdo de fragmentos: a
sequéncia alvo é fragmentada, moldes sédo obtidos do PDB, os fragmentos séo classificados, a conforma-
¢do é construida e caso necessario a conformacao é refinada.

Na secao seguinte sdo brevemente descritos os trés principais nugaumsexistentes.

3.5.1 Métodosde novo

Nesta secdo sdo descritos brevemente os trés principais métodos de predicao existentes, 0s
guais, fazem uso da analise e combinacéo de fragmentos para a predicéo de estruturas 3D de
proteinas. O método LINUS é considerado um métdeaovo no entanto, ndo faz uso de
combinacéao de fragmentos.

Primeiramente descreve-se o método ROSETTA [75,76,84] e em seguida 0 método LINUS
[85—-87] e, por fim, 0 métodBRAGFOLG[41].

1. ROSETTA [75, 76, 84]: este método implementa um modelo de predicdo de enovela-
mento, onde pequenos fragmentos da cadeia principal da proteina-alvo séo alterados pela
utilizacao de informacdes estruturais de proteinas-molde [12, 51]. A probabilidade de
uma conformacgao em particular ser assumida é baseada na similaridade entre a sequéncia
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local da proteina-alvo e as proteinas-modelo. O primeiro passo do método ROSETTA
consiste em fragmentar a seqiiéncia alvo em fragmentos com 3 e 9 residuos aminoacidos.
Em seguida, sdo obtidas proteinas com sequéncia homéloga no PDB. O método RO-
SETTA explora as possiveis combinacfes de fragmentos utilizando simula¢des de Monte
Carlo [75]. A funcao de energia possui termos que refletem a compactacag, éitas
parelhadas e o isolamento interior de residuos hidrofébicos em proteinas [51]. O método
ROSETTA realiza 1000 simulag6es independentes, com a estrutura inicial selecionada

a partir do padrao de distribuicdo de conformacdes dos fragmentos, gerado previamente.
Estas estruturas geradas, sédo agrupadas, e aquelas conformacdes localizadas no centro dos
grupos maiores sao as definidas como as predi¢des da estrutura 3D da proteina-alvo [51].
Segundo [12], a principal diferencial entre 0 método ROSETTA e os demais métodos ba-
seados na combinacao de fragmentos se encontra no seu carater estocastico e iterativo da
utilizacdo de multiplos e pequenos fragmentos de proteinas diferentes para a construcao
das estruturas 3D. O método ROBETTA consegue gerar estruturas de proteinas comple-
tamente desconhecidas gracas a forma que trata a insercéo e a busca de partes da estruture
gue nao sao conhecidas. Atualmente, ROSETTA é o método de predi¢cdo que apresentou
os melhores resultados no CASP. Na versédo do CASP VIl (2006), o método ROSETTA,
para proteinas de até 200 residuos de aminoacidos, obteve-se resultados de RMSD entre
o C, da estrutura predita e da estrutura experimental, na faixa de 1.40Aa 5.10A(Figura 5

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

. LINUS [85-87]: este método se baseia no fato de que as proteinas estdo organizadas hi-
erarquicamente. A formacgao destas hierarquias sugere que cadeias de regides vizinhas
interagem entre si para formar modulos primitivos de enovelamento. O enovelamento
da proteina ocorre através de uma condensacéao hierarquica. Nesta condensacao a estru-
tura secundaria da proteina € codificada em quatro categorias: hgéfma 3, alca e

volta. Um enovelamento complexo pode ser decomposto utilizando estes quatro elemen-
tos base. LINUS, inicia a predicao da estrutura terciaria da proteina-molde com a cadeia
polipeptidica totalmente estendida. Em seguida utilizando pré-definicbes geométricas e
uma funcéo de energia realiza alteragdes na cadeia polipeptidica, através de mudancas
em seus angulos de tor¢cao. As conformacdes sdo geradas aleatériamente. Um algoritmo
baseado em Monte Carlo € utilizado para decidir se a estrutura gerada sera aceita ou se
o algortimo procede retornando a estrutura anterior. Estas alteracdes na conformacao sao
realizadas sequéncialmente, isto €, aminoacido por aminoacido. A hierarquia é estabele-
cida através do reconhecimento de conformacdes favoraveis em cada ciclo de execucgao
(um ciclo representa as alterac6es em todos os residuos de aminoacidos). LINUS rea-
liza um grande de numero de passos. Onde, amostra periodicamente as conformacdes
dos residuos para acumular informacdes estatisticas de preferéncias estruturais. Segundo
Lesk [51], a representacdo do processo de enovelamento de uma proteina, no método de
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predicdo LINUS, é realistica, apesar de ser aproximada. Nela, todos os 4&tomos da pro-
teina, exceto os hidrogénios, sdo modelados, mas a funcdo de energia € aproximada e a
dindmica simplificada. A funcéo de energia do LINUS considera: a repulsao estérica que
impede a sobreposi¢cdo dos atomos, o agrupamento dos residuos hidrofébicos isolados
interiores, as ligacdes de hidrogénio e as pontes salinas.

3. FRAGFOLD [41]: este método se baseia na idéia de que existem motivos estruturais co-
muns nas estruturas das proteinas, sendo que estas estruturas somente diferem entre si
na forma em que estes motivos estruturais estdo combinados. O método FRAGFOLD
pré-seleciona fragmentos estruturais de estruturas de proteinas conhecidas. A predicéo
das estruturas secundérias € realizada através da avaliacdo do ajuste das sequiéncias nos
enovelamentos conhecidos, e desta forma € selecionado o modelo que apresenta a melhor
compatibilidade com o fragmento da proteina-alvo. Este método utiliza uma lista de frag-
mentos construida a partir de todos os fragmentos tripeptideos, tetrapeptideos e pentapep-
tideos de proteinas-molde. Para cada posicdo da seqliéncia da proteina-alvo é computado
o potencial de utilizacdo de cada fragmento. Posteriormente, o método FRAGFOLD ob-
tém a estrutura predita da proteina-alvo, realizando a combinacéo de fragmentos atraves
de um algoritmo genético ou de Simulated Annealing, onde a metade dos movimentos
correspondem a insercdo da estrutura supersecundaria pré-selecionada e a outra metade
envolve a escolha livre de qualquer fragmento de tamanho pequeno [12]. As regifes da
proteina-alvo, que ndo foram moldadas, sao identificadas através de técnicas de clusteri-
zacao, predizendo desta forma, o provavel enovelamento da cadeia polipeptidica.

Os métodos de predic@le novoapresentam vantagens em relagdo aos outros métodos de
predicdo. A primeira vantagem se refere a capacidade de predicdo de novas formas de enove-
lamento, o que néo é possivel de ser realizado pelos métodos baseados em analise comparativa
por homologia. A segunda vantagem se refere a redu¢édo do espaco de busca conformacional,
0 que em métodos de predicab initio € um grande problema e que demanda grande esfor¢o
computacional. Esta reducdo do espaco conformacional se deve ao fato que em uma simples
substituicdo de um fragmento na proteina-alvo, esta-se movendo de uma regido de uma proteina
um fragmento que ja possui uma estrutura com minima energia potencial. No entanto, apesar
de reduzir o espaco de busca conformacional, os métela®ve que utilizam fragmentos
de proteinas-molde, ainda possuem duas principais limitagcdes. A primeira esta relacionada ao
desafio de tratar o grande espaco de busca conformacional originado pelas diferentes formas de
combinacédo de fragmentos molde. A segunda, se refere ao desafio de reduzir a energia potencial
da conformacao nas regides onde ocorre a combinacao dos fragmentos. No CASP VII, o método
ROSETTA, utilizando a rede de computacao distribuida ROSETTA@hametava com uma

SROSETTA@home: é um projeto de computacéo distribuida, baseado na oferta voluntaria de recursos de
processamento de pessoas de todo o mudo. Este projeto procura determinar a estrutura 3D de proteinas que
podem ser usadas na pesquisa de medicamentos que possam levar a cura de doencas como a AIDS, a Malaria 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 predi¢cdes de estruturas 3D de cada
proteina testada fossem feitas em aproximadamente 500.000 horas de processamento [19]. A
necessidade desta estrutura computacional retrata o problema da complexidade presente nas
fungdes descore de combinagéo e refinamento dos métad®sovo

3.5.2 Resumo do capitulo

Neste capitulo foram brevemente descritas as principais metodologias existentes para a pre-
dicaoin silico da estrutura 3D de proteinas. Os principais métodos de predi¢cao foram dividos
em dois gandes grupos. O primeiro grupo abrigando os métodos baseados em homologia e
aqueles baseados em conhecimento. O segundo grupo englobando os miétmitas e de
nova

Os métodos de predigcéo do primeiro grupo obtém bons resultados em suas predi¢cdes. No en-
tanto, estas, estdo limitadas a informacdes estruturais de proteinas ja conhecidas. Desta forma,
nao é possivel predizer novas formas de enovelamento. O segundo grupo apresenta vantagens
no que se refere a predicao de novas formas de enovelamento. No entanto, estes possuem como
maior desafio tratar o grande espaco conformacional. Atualmente, os mé®dogosao os
que apresentam os melhores resultados nas predi¢cdes de novas formas de enovelamento.

Este capitulo elucida os esforcos realizados ao longo dos anos para a desenvolvimento de
métodos eficazes e eficiéntes para a predit&dico da estrutura 3D de proteinas. A predicéo
da estrutura 3D de uma proteina, a partir de sua sequéncia de aminoacidos, € uma problema
complexo e ainda sem solucéo, apesar dos grandes avancos realizados nos ultimos anos.

Levando em consideracao as vantagens e desvatagens apresentadas, pelos atuais métodos d
predicdo, no Capitulo 4 é apresentada uma nova proposta para a predit@o da estrutura
3D de proteinas. No método proposto, desenvolve-se uma nova metodologia que ameniza o
problema gerado pela grandeza do espaco de busca conformacional e que ainda possa predizer
novas formas de enovelamento.
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4 Proposta para a predicdo da estrutura tridimensional de
polipeptideos utilizando calculo de intervalos

4.1 Introducéo

Nos capitulos anteriores foram apresentados os principais conceitos relacionados a Bioin-
formatica Estrutural, mais especificamente a predicdo de estruturas 3D de polipeptideos. No
Capitulo 2 foram apresentadas os aminoacidos, as proteinas, as cadeias polipeptidicas, sua orga-
nizacao hierarquica estrutural e os bancos de dados de estruturas 3D de proteinas. No Capitulo
3 foram apresentadas as principais métodologias para a predisdiro da estrutura 3D de
polipeptideos, suas vantagens e limitacdes. Neste capitulo sera apresentada uma nova proposta
para a predicdo da estrutura 3D de proteinas. O método desenvolvido caracteriza-se como um
métodode nove no sentido de que busca se beneficiar da alta acuracia encontrada em métodos
de predicdo baseados em modelagem comparativa por homologia e da capacidade de predicao
de novas formas de enovelamento presentes em méibdogio.

Na proxima secdo sera descrita a estrutura geral de um método para a predicao da estrutura
3D de proteinas. Esta estrutura, serve como base para o método de predicdo desenvolvido
neste trabalho. Nela, sdo apresentados aspectos relacionados a forma de representacdo de um:
cadeia polipeptidica, a utilizacdo de uma funcéo de energia como parametro para escolha de
conformacdes, a um método de busca para percorrer o espagco conformacional e uma funcéao
para analise de conformacdes preditas. Na medida em que cada uma destas etapas é apresentad
e discutida, sdo descritos aspectos relacionados ao método de predicdo desenvolvido.

4.2 Estrutura geral de um método para predicao de estruturas 3D de po-
lipeptideos

No desenvolvimento de um método de predi¢édo de estruturas 3D de polipeptideos, precisam
ser levados em considerac&o quatro fatores. Estes abrangem aspectos de representacao e me
todologia para busca e analise de conformacdes preditas [18], os quais, tratam especificamente
de:

e Formas de representacdo da cadeia polipeptidica;

e Uma funcgéo de energia potencial que atue como uma funcéo de custo, representando a



56

conformacao de uma proteina de um ponto de vista fisico-quimico;

e Métricas para avaliar a similaridade entre a conformacao nativa e as conformacdes predi-
tas de uma proteina; e

e Uma metodologia para a busca por conformacdes no espaco tridimensional.

Estes quatro fatores sdo a base do método de predigdo de estruturas 3D desenvolvido e
apresentado neste capitulo. Cada um destes fatores € descrito em maiores detalhes nas proximas
secoes.

4.2.1 Representacao da cadeia polipeptidica

A conformacéo da cadeia poliptidica de uma proteina pode ser representada de diferentes
maneiras. As formas mais comuns de representacao sao:

1. Coordenadas cartesianas de todos os atomos;

2. Coordenadas cartesianas de atomos pesadasy atomygs

w

. Coordenadas cartesianas dos atomos da cadeia principal e centréides da cadeia lateral;

4. Coordenadas cartesianas do carbanou

ol

. Angulos de torcéo da cadeia principal e da cadeia lateral.

No método desenvolvido nesta dissertacao utiliza-se os angulos de tor¢cao da cadeia principal
e o0 angulos de torgéo das cadeias laterais para representar uma conformagéo. Esta escolha se
baseia no fato de que a conformacédo da cadeia polipeptidica pode, simplesmente, ser descrita
pelos valores dos angulos diedros da estrutura principal da proteina. S&o estes, o angulo diedro
¢ (phi) em torno da ligagéao entre o nitrogénio (N) e o carbar{€«), o angulo diedra) (psi)
em torno da ligacdo entre o carbono alfaxj@& o carbono (C) e o angulo diedzo(omega
em torno da ligacdo peptidica entre o carbono (C) e nitrogénio (N) (conforme descrito na secao
2.3: ligagéo peptidica). Cada angulo diedro possui graus de liberdade e de restricdo em suas
torcOes: estas liberdades sao visiveis pelo mapa de Ramachandran (conforme descrito na Secao
2.3.3, Figura 10) e representam regides onde podem ocorrer combinac¢des de angulos diedros
(phi e psi) nas quais ndo ocorrem choques estereoquimicos entre atomos das cadeias laterais.
Uma caracterisitica importante da representacdo geomeétrica baseada em angulos de torcéo
estd no fato de que pequenas mudancgas nos angulos die@rgsde um peptideo podem
induzir mudancas ignificantes na conformacéo, pois, estes angulos possuem maior liberade em
suas tor¢oes (conforme descrito na Secao 2.3.1). Os angulascadeia lateral ocorrem em
namero diferente, e dependem exclusivamente do tipo de residuo de aminoécido, conforme
pode ser observado na Tabela 2 e descrito na Segao 2.3.2.
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As cadeias laterais influenciam as tor¢des dos angulos diedros da cadeia principal. O posici-
onamento incorreto das cadeias laterais pode ocasionar choques estereoquimicos entre atomos
da cadeia lateral e atomos da cadeia principal, ou ainda choques entre atomos de cadeias late-
rais vizinhas, o que restringe as tor¢oes dos angulos diedros e consequentemente, influencia na
estrutura 3D adotada pela cadeia polipeptidica.

A utilizacéo de angulos de tor¢céo para representar a conformacdo de uma cadeia polipepti-
dicatem ainda uma outra grande vantagem, o numero de variaveis para manipulacéo é menor do
gue o numero de variaveis presentes em representacdes baseadas em coordenadas cartesiana
Isto torna mais eficiente de um ponto de vista computacional, o tratamento destas variaveis.

4.2.2 Funcéo de custo

Apos definida a forma de representacdo de uma cadeia polipeptica, é necessario poder ava-
liar se uma dada conformacéo € melhor do que outra. Para isto, € necessario um critério de
avalicdo, ou uma funcéo de custo que sirva como parametro para selecdo de modelos confor-
macionais. Uma fungéo de custo representa este critério de avaliagéo.

A funcao de custo mais utilizada na literatura se trata da analise de conformacées por meio
de parametros da fisica classica. Sao freqlientemente referenciadas como funcdes de energia
potencial (EP) [91]. Estas func¢des retornam um valor de energia baseando-se na conformacgao
da molécula, provendo, desta forma, a informacéo necessaria para determinar quais conforma-
¢Oes sdo melhores, do ponto de vista termodinamico, em comparagcdo com outras. A maior
parte das funcdes de energia tem a forma

E(C)= )Y BO)+ Y AC)+ > T(C)+ Y N(©)
ligacdes angulos torgcdes néo-ligados

Onde, C é uma conformacdo e E(C) é a energia potencial da conformacao obtida pela soma
dos potenciais de ligacao (B), potenciais angulares (A), potenciais das tor¢des (T) e do potencial
de energia dos atomos nao ligados (N). O numero de fun¢des 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 funcéo de energia do CHARZREmistry Harvard Macro-
molecular Mechanigs[11, 56] versdo 27 para célculo da energia potencial das conformacdes
geradas. A funcdo de energia do CHARMM é composta pela soma de diversas fungfes da
mecanica molecular agrupadas em dois grupos principais: atomos ligados covalentemente (po-
tencial de vibracdo do angulo, estiramento da ligagcdo quimica, torcdo dos angulos diedros,
Urey-Bradley(UB) e improprios) e atomos néo ligados covalentemente (potencial de van der
Waalls e potencial elétrostatico). A Funcéo de energia do CHARMM tem a forma:
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E(CHARMM) = Y Ky(b— by)? +ZkUBS So)?+ D K0 — 6)* +

ligacGes . angulos .
By By
> k[l + cos(ny — )] Z kzmp é— o) +
gledros , |mproprlos
Es Es
D (e CLLL S R )
néo-ligados Tij Tij CTij
N 56 _ B

onde,

e b é o0 tamanho da ligacaé, é a distancia de equilibrio de ligacadsg € a constante de
forca de ligacéo;

e S é adistancia entre dois &tomos separados por duas ligacdes covalggtagistancia
de equilibrio eK 5z € a constante de forca trey-Bradley

e 0 é o angulo de valéncié, € o angulo de equilibrio &) € a constante de for¢a do angulo
de valéncia;

e x €0 angulo de tor¢aa, € a constante de for¢a do angulo de torgé®a multiplicidade
ed é o angulo fase.

e ¢ € 0 angulo impropriog, € o equilibrio do angulo improprio &,,, € a constante de
forca do improprio; e

e ¢,; € a energia de atragao/repulsdo de Lennard Jonpé&sa distéancia entre um atomo
e um atomgj, Rmin;; € o raio minimo de interacég; é a carga atdmica parciakeé a
constante dielétrica.

Para realizar o caculo da energia potencial de conformacgfes usando a funcéo de energia do
CHARMM, no método de predi¢éo desenvolvido foram utilizadas rotinas do pacote de mode-
lagem molecular TINKER (rotinas PDBxyz e analyse) [73].

4.2.3 Métricas de avaliacéo

Métricas sdo um conjunto de ferramentas para avaliar o grau de similaridade entre uma
conformacao predita e a conformacao nativa de uma proteina. A métrica mais utilizada para
avaliar a similaridade entre estruturas é o desvio médio quadratico (RMSD). A Equacéo 4.1
calcula o RMSD entre duas estruturas, onglee r,; S&0, respectivamente, a posicao de um
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atomoi de uma estrutura e de uma estruturlg e onde as estruturase b Sdo superpostas de
forma otimizada.

n

Z|7’m‘—7"b1‘2

RMSD(a,b) = % (4.1)

Neste trabalho utilizou-se o programa ProFit (Grupo Dr. Andrew C. R. Martim) para calculo
do desvio meédio quadratico entre as estruturas preditas e a estrutura nativa de uma proteina. O
programa ProFit é baseado no algoritmo de subreposicdo proposto por McLachlan [59] que
busca sobrepor de forma otimizada os &tomos de duas cadeias polipeptidicas.

4.2.4 Métodologia de busca de conformacdes e predicéo de estruturas 3D

O quarto fator presente em um método de predicdo de estruturas 3D diz respeito a uma me-
todologia para busca de conformac¢des no espaco conformacional de uma proteina. Conforme
descrito no Capitulo 3, diversas metodologias para predicdo da estrutura 3D de polipeptideos
foram desenvolvidas ao longo dos ultimos anos, sendo que o principal empecilho para o sucesso
destes métodos tém sido o tratamento eficiente da grandeza do espaco de busca conformacio-
nal [53, 65] e a capacidade de predicdo de novas formas de enovelamento [91]. Esta complexi-
dade pode ser mensurada pelo tempo necessario para encontrar o estado nativo de enovelamentc
de uma proteina (exemplo apresentado na Secao 1.2).

Devido ao problema da grandeza do espaco de busca conformacional, os métodos atual-
mente desenvolvidos para predicdo de estruturas 3D de polipeptideos buscam moldar confor-
macdes usando informacdes oriundas de proteinas as quais possuem sua estrutura 3D conhe-
cida experimentalmente. Métodde novocomo ROSETTA [75, 76, 84], FRAGFOLD [41] e
LINUS [85-87], conseguem obter bons resultados em suas predi¢cdes, porém a elevada com-
plexidade de suas funcdes de pontuacéo (escore) exigem em elevado tempo de processamento
(meses dependendo do tamanho da proteina). Neste trabalho, buscou-se manter a capacidade
de predizer novas formas de enovelamento e desenvolver um novo método de predicdo que pu-
desse, de uma maneira rapida, predizer a partir da seqiéncia de aminoéacidos a estrutura 3D
aproximada de uma proteina. O método aqui desenvolvido para busca de conformagdes e pre-
dicdo de estruturas 3D é baseado na construcédo de intervalos de variacdo para as tor¢des da
cadeia principal de um polipeptideo alvo, a partir de informacdes de angulos diedros obtidos de
proteinas molde do PDB. Um intervalo fechado de variacdo angular, para cada angulo diedro
de cada aminoécido, reduz o espaco de busca conformacional que o polipeptideo pode assumir.
A reducéo deste intervalo é feita objetivando encontrar o menor intervalo fechado que contenha
a conformacdo de menor energia potencial. Na se¢éo seguinte é formalizado e descrita cada
etapa do método de predicdo desenvolvido.
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4.3 O método desenvolvido

Apoés apresentada a forma adotada para representacdo da cadeia polipeptidica, a métrica
para avaliacdo de estruturas 3D de proteinas e a funcédo de custo utilizada, é apresentado o
método de predi¢cdo desenvolvido. No método proposto, a conforndaciouma proteina é
representada na forma de um ve€or= {zq,x,...,z,}, ondex; € um tripleto de &ngulos
de torcdav (omega, ¢ (phi) e ¢» (psi) (Figura 21) de cada residuo de aminoacido presente na
estrutura primaria desta proteina. O conjunto de tripletos consecutivos representa as rotacdes
internas da cadeia principal da proteina.

R;

C C. N..,
o \9\\*2/ 1\9\ Cg e,
Wi—1 = @i Wy Wi
_ dupleto D
triﬁéto

Figura 21 — Representagdo esquematica de um modelo de peptideo identificando um dupleto e um tripleto
de angulos de torcéo da cadeia principal.

As ligacoesy (entre o grupo NH e o ey (C, e o grupo C) ndo possuem restricbes
guanto a liberdade de rotacdo na cadeia principal, porém existem algumas combina¢des nao
permitidas devido a restricdes estéreoquimicas, ou seja, combinacfes que podem causar coli-
sOes desfavoraveis entre atomos da cadeia principal ou das cadeias laterais. Os.apgulos
sua vez, sao fixados em valores proximos ou iguatscu@180. Com isto, € possivel concluir
gue devido a liberdade presente nos angulos de tergio, estes sdo 0s principais responsa-
veis pela forma de organizagéo da estrutura 3D de um polipeptideo. Desta forma, no método
proposto sao considerados somente os dupletos de angulos de tor¢cao formados pelog angulos
e (Figura 21) na representacéo da cadeia principal de um polipeptideo. No método proposto,
0s angulos 6mega sdo mantidos inalterados permanecendo com valor igual a 180

O método desenvolvido € composto por nove etapas: (1) inicialmente a sequéncia alvo é
fragmentada; (2) fragmentos moldésniplateysao obtidos do banco de dados de estruturas 3D
(PDB); (3) angulos de tor¢éo do dupleto correspondente ao aminoécido central séo calculados;
(4) os angulos de torcéo dos dupletos dos fragmentos molde sdo agrupados; (5) cada grupo é
classificado segundo as regides conformacionais do mapa de Ramachandran; (6) os angulos de
torcao sao representados na forma de intervalos; (7) a estrutura secundaria da proteina € predita;
(8) uma conformacdo inicial, representada na forma de intervalos, € obtida; (9) o intervalo da
conformacéao é reduzido. A Figura 23 apresenta a estrutura basica e a seqiiéncia de passos do
método proposto. Estas etapas sao descritas nas proximas secoes.
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Método de Predicao

1. A segiiéncia alvo é fragmentada;

: 2. Busca por moldes utilizando a biblioteca

| Biopythan e o programa BLASTp no PDB; Biopylhon

3. Os angulos de torao sdo calculados; | Torsions |
LY T (e s T A T -+ e T A | 1
4. Os dupletos de angulo de torgédo séo Weka

[agrupados;

PDB

5. Os angulos de torgao séo representados
na forma de intervalos;

6. Os grupos sao rotulados segundo as

Computador
P regites do grafico de Ramachandran;

Local

I
| 7. A estrutura secundaria é predita através do
: servidor de predicdo;

8. E construida e representada a
conformagao inicial na forma de intervalos;

Servidor Predigao
Estrutura

9. As regides de voltas sdo otimizadas SCAP Secundaria

1
1
T . S S ———

e k]

Figura 22 — Representacdo esquematica dos nove passos do método de predi¢do desenvolvido. Os passos
2 e 7 utilizam servidores acessados remotamente. Os passos 1, 3-6, 8-9 sdo executados localmente.

4.3.1 Etapa 1. fragmentacao da seqiiéncia alvo

Nesta etapa, a sequéncia alvale uma proteina € fragmentada em pequenos e subsequentes
fragmentos;; com! residuos de aminoacidos cada (Figura 23). O conjunto de todos os possiveis
fragmentos de tamanhale uma sequéncia alvg é representado pdt = {s;, Sit1,..., Sy},
ondes; e s, correspondem, respectivamente, ao primeiro e ao Ultimo fragmento. Semdo
namero de aminoacidos de uma sequéncia A& um numero impar para o tamanho de cada
s; fragmento, entdo o numeypade possiveis fragmentos obtidos a partir de uma seqiiéncia alvo
€ dada pela Equacéao 4.2.

p=[n—-(0-1) (4.2)

Um fragmentos; inicia com oi-ésimo residuo de aminoécido e termina coj¥ésimo resi-
duo formando um conjunto de tripletos consecutivos de angulos de tftgaq, ¢;, v;), . . .,
(wj—1, 95, v;)} (Figura 21). A Figura 23 esquematiza a forma de fragmentag&o de uma sequén-
cia alvo K comn residuos de aminoacidos obtendo todos 0s seus subseqggienégsnentos
com tamanha = 5.

Considerando que o dupleto do aminoacido central é influenciado pelos aminoacidos vizi-
nhos, define-se um valor impar par&sta escolha esta diretamente ligada as fases de utilizacao
de moldes do PDB para construgéo de intervalos de variagao angular apresentados ao longo da
descricdo do método. Somente a informacao dos dupletos do residuo de aminoacido central dos
fragmentos molde s&o considerados.
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K=|FNMQC|QRRFYE

T\

FNMQC NMQCG | -enee- RRFYE
Fragmentos, Fragmento s, Fragmento s,

Figura 23 — Representacdo esquematica da forma de fragmentacdo de uma sequéRcengiveub-
seglentes fragmentes

4.3.2 Etapa 2: busca por proteinas molde

Nesta etapa, para cada fragmesitde S sdo buscados fragmentos molde na base de dados
do PDB (Figura 23, passo 2). Utiliza-se a versgido programa BLASTp [3] para identificar
fragmentos homoélogos (moldes) ao fragmento alvdSomente os moldes de tamanhgual
ao fragmentas; de proteinas molde, e que ndo possuam nenhuma relacéo evoluéionaria
a sequencia alvé, sédo considerados para analise futura. Utilizou-se no programa BLASTp a
matriz de substituicZdBLOSUM 62 [34] para o célculo da pontuacdo de cada alinhamento.

Para automatizar esta fase modificou-se a biblioteca BioPYfhé}; através de desenvolvi-
mento de fungcbes para conexdo com o0 PDB e andlise de arquivos XML retornados de consultas
ao PDB. Ao final desta etapa tém-se uma lista de cédigos de acesso PDB correspondentes a
cada fragmente,. Todos os arquivos pdbs retornados da busca séao obtidos do banco de dados
de estruturas 3D (PDB) e sdo armazenados localmente.

4.3.3 Etapa 3: calculo dos angulos de tor¢céo dos dupletos

Para cada fragmento alvg de S, um conjunto de arquivos pdb molde é obtido do PDB
(Figura 23, passo 3). A partir deste ponto sdo calculados, através do prognamas(Grupo
do Dr. Andrew C. R. Martin?, os angulos de tor¢cdo do aminoacido central de cada fragmento-
molde associados a um fragmento Cada dupleto de angulos de torcao é representado por
uma tuplat; = (¢, 1), compostas pelos angulpki e psi, respectivamente.

1Considera-se como relacionadas evolucionariamente aquelas proteinas que apresentem homologia de seqién-
cia igual ou superior a 70% em relacao a sequénciallvo

2Matriz de Substituicdo: contém valores proporcionais a probabilidade de um aminoixithr a um aminoéa-
cidoj para todos os pares de aminoacidos. Ela fornece uma medida quantitativa para a substituicdo de aminoacidos
em um alinhamento de seqiiéncias.

SBLOSUMG62: ("BLocks SUbstitution Matrix at 62%") foi a primeira matriz de logaritmos de probabilidades
derivada das substituicdes de aminoacidos entre segmentos de sequéncias de identidade igual ou superior a 62%.

4BioPython: o projeto BioPython trata-se de uma associagéo internacional de desenvolvedores de ferramentas
de codigo aberto na linguagem Python para a biologia molecular computacional e a Bioinformatica.

5Grupo do Dr. Andrew C. R. Martim: http://www.bioinf.org.uk/
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A partir desta fase, cada fragmenrtgassa a ser visto como um conjunto de dupletos de an-
gulos de tor¢do moldeg = {t;,t111...,%,}, ondet; et, correspondem ao primeiro e ao ultimo
dupleto de angulos de tor¢cdo do aminoéacido central de um fragmento molde, respectivamente.
Ao final desta etapa tém-se = {s; = {t;,tix1,. ... 0o}, Siv1 = {tistiva, .- tp}s oo, 8 =
{ti,tis1,...,t,}} representando o conjuntde todos os fragmentos alvos e seus correspon-
dentes dupletos molde.

4.3.4 Etapa4: agrupamento de dupletos

Nesta etapa todas as tuptasle um fragmente; sdo submetidos a um processo de agrupa-
mento. Sao identificas as regides, onde estdo concentradas as tuplas-molde no mapa de Rama-
chandran (Figura 24). O agrupamento é realizado através do método probabilistico EM (Expec-
tation Maximization), o qual se baseia na analise de diferentes distribuicbes de probabilidades,
uma para cada grupo, onde se busca identificar o conjunto de grupos mais favoraveis dado um
conjunto de dados. O algoritmo EM (algoritmo ndo supervisionado) inicia realizando o agru-
pamento dos dupletos tendo como base o algoritmo de k-médias [57], obtendo, assim, uma
solucéo inicial. O algoritmo k-médias minimiza uma funcdo de erro quadratico conforme des-
crito na Equacao 4.3, onde existgngruposk;, i = 1,2, .., f em(k;) é o ponto médio de todos
os dupletos emy; € k;. Apos determinada a solugéo inicial, as probabilidades de cada grupo sé&o
calculadas para cada duplet¢fase deExpectation. A partir das probabilidades sao calculados
0s parametros de distribuicéo, a partir dos quais, é realizada a "maximi2dedotjzatior)
das distribuicbes de probabilidades. Uma descricdo mais detalhada do algoritmo EM pode ser
encontrada em [94].

f
V=>" |t —mlk) (4.3)

=1 tj ck;

O valor médiom(k;) dosn dupletost; de um grupok;, ; = 1,2,...,n é obtido pela
Equacao 4.4.
1 n
ki) = — E t; 4.4
m(k;) "2 J (4.4)

Ap6s identificados 03 k; grupos para o conjunto de duplet@gle s; é calculada a média
e o desvio padrdo estimado de cada angulo digalng psi) em um grupok;. Sendod um
dos angulos diedrgshi ou psi, a média ((%;, #)) entre os angulog € k; é obtida através da
Equacéo 4.5, onde é o numero de tuplas no gruga

n

m(k;,0) = %Zt[e]j (4.5)
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O desvio padréo estimade((;, ¢)) dos angulo9 < k; é calculado a partir da média arit-
meética dos seus elementos através da Equagao 4.6. Um valor elevado de desvio padréo indica
gue os elementos analisados estéo distantes da médjad). Um valor baixo indica que os
elementos do grupo estdo concentrados em uma regido préxima a meédia.

n

o(k;,0) = (t[0]; — m(k;, 0))? (4.6)

S|

Jj=1

Durante a fase de agrupamento, utiliza-se um valof de 4 para o nimero de grupos a
serem identificados. Este nimero de grupos é fixado levando em consideracao o fato de, que
apesar de os angulgs ¢ possuirem uma alta liberdade de rotagéo, existem combinacdes entre
estes que ndo sao favoraveis estéreoquimicamente. Estas regides favoraveis sao descritas pela
mapa de Ramachandran (Secao 2.3.3, Figura 10) [74] e ocorrem em numero igual a quatro (
em um dos 4 quadrantes em que o mapa é dividido). A primeira regido, corresponde a regiao
de hélices. A segunda regido, € a regido de follias A terceira regido é a regido de hé-
lices com sentido a esquerda. O restante da area corresp@6de da area total do mapa,
porém abriga somente9% dos aminoacidos, sendo esta a quarta regido [37,49]. Esta regido
abriga geralmente os residuos de aminoacidos presentes em estruturas irregulares como voltas
e alcas (Secéao 2.3.3, Figura 10). No entanto, por serem estruturas secundarias irregulares, as
voltas também podem apresentar residuos de aminoacidos presentes em regides de estruturas
secundarias regulares como hélice folhasg.

Como regra geral utilizou-se um padréo de 4 regifes (4 grupos) para atender o caso em que
as tuplas associadas a um fragmento pudessem estar ocupando, simultaneamente, estas regite
no mapa de Ramachandran. Para o caso em que todas ag teglagam ocupando uma Unica
destas 4 regibes no mapa de Ramachandran, sé&o igualmente identificados 4 grupos. Com isto,
busca-se identificar a sub-regido em que ha uma maior concentragéo de tuplas.

Ao final desta etapa, tém-se para cada fragmenton conjunto de 4 = 4) gruposk; des-
critos cada um por umé—upla, k; = (mo, o, m, op) es; = {k; = (mo, op, mp, o)), . . .,
k= (mo,o0p,mp, o)}, ondei = 1,2,..., f emk, eme, mi, o¢, oy representam, respec-
tivamente, a média e o desvio padrdo estimado dos angwdas de umi-€simo grupo de;.

Para automatizar o processo de agrupamento utilizou-se o pleks§94] para mineragéo de
dados .

A Figura 24 ilustra a identificacédo de 4 grupgg$10 conjunto de tuplas pertencentes a um
fragmentos; (Fragmento FNMQC (A), NMQCQ (B) e MQCQR (C)).

Ainformac&o obtida de cada gruppe s; (média e desvio padrdo estimado) é utilizada para
obtencéo de intervalos de variacdo angular que representardo cada grupé; gogpdorme
seré discutido na préxima segéo.
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Figura 24 — Representacao esquematica mostrando a identificaggogdgos no mapa de Rama-
chandran: (A) grupos identificados a partir das tuplas obtidas do residuo central de aminoacido dos
fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo FNMQC; (B) grupos identificados a partir das tu-
plas obtidas do residuo central de aminoacido dos fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo
NMQCQ; (A) grupos identificados a partir das tuplas obtidas do residuo central de aminoacido dos
fragmentos-molde retornados para o fragmento alvo MQCQR.

4.3.5 Etapa 5: representacao dos angulos de tor¢céo na forma de intervalos

Nesta etapa, sdo construidos intervalos de variagédo para os angulos de tor¢cao de cada grupo
k; . Um intervalo fechadd nos numero® é representado na formi&| = [z, 7|, ondex e T
representam, respectivamente, o limite inferior e o limite superior do intet¥aldJm valora
esta presente no intervgl& | quandoja € R|z < a < 7| [1]. Operag¢bes podem ser realizadas
sobre estes conjuntos de intervalosxSe [z, z] ey = [y, y], entdo as quatro operagdes basicas

para a aritmética intervalar obedecempy = {zopy |z € Xey € y} paraop € {+, —, x,+},
sendo elas representadas da seguinte forma:

Subtragdox —y = [z — 7,7 — yI;
Adicda x+y = [z +y,7 + 7];

Multiplicagéo: x x y = [min {zy, 27, Ty, Ty }, maz{zy, 17, Ty, TY};
Divisd0: X +y = X x )l/
A partir do valor médian(k;, ) e do valor de desvio padréo estimada;, ) calculado a
partir dos dupletosphi e psi) de um grupdk; sdo construidos intervalos de variacdo angular.

O intervalo de um angulo diedro é representado[@oe [0, §], onded representa o intervalo
para o angul@ ou o angulay, § e # representam, respectivamente, o limite inferior e o limite
superior do intervalo de um angulo de torgélo

O limite inferior § para um intervaldd] de um grupok; € obtido pela diferenca entre a
médiam(k;, #) e o desvio padrédo estimaddk;, #) (Equacado 4.7). O limite superiérpara um
intervalo[#] de um grupd; é obtido pela soma da média k;, 6) e do desvio padrédo estimado
o(ki,8) (Equagédo 4.8) de seus elementps
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0 = m(k;,0) + o (k;, 0) (4.8)

O tamanhav de um intervaldd| é dado pela Equacéo 4.9. O valor centrdé um intervalo
0 é obtido pela Equacéo 4.10.

w([f]) =0 -0 (4.9)
dWD=Q+E%@ (4.10)

Para cada grupk des; sdo construidos intervalos paté (phi) e [¢] (psi). Cada fragmento
s; passa a ser representado, a partir desta etapa, por grupos de intervalos de variagdo para
e paray, s; = {ki = (¢,0,0,%),.... ks = (¢,0,¢,¢)}, ondeg, ¢, ¢ e v representam,
respectivamente, o limite inferior e o limite superior para e f representa 0 nimero de
grupos.

A seguir é apresentado um exemplo de criacéo destes intervalos:
Sejak; um grupo associado a um fragmenrtponde parap:
m(ky, ) = —75.0,

O'(kl,gb) = 150,

e paray:

m(ki, 1) = —30.0,
O'(k)l,w) = 200,

entdo o limite inferior para e paray & dado por:
¢ =m(ky,¢) — o(ki, 0),

—75.0 — 15.0 = —90.0,

m(ky,¥) — o(ki,¢),

—30.0 — 20.0 = —50.0,

RSEIRSSIRSY
Il

e o limite superior para e paray é:
& = m(ky, ¢) + o(k1, ¢),

¢ =—75.0+ 15.0 = —60.0,

¢ =m(ky, ) + o k1, v),

% = —30.0 + 20.0 = —10.0.

O limite inferior e superior do intervalo de cada angulo dieghta € psi) representam uma
area limitada de variacdo dos angulos (tuplas-molde) de um drupm mapa de Ramachan-
dran. O intervalo formado pelo ponto inferi&y = (¢,¢) e pelo ponto superiaP, = (¢, 1)
pode ser representado como uma regiao delimitada no mapa de Ramachandran (Figura 25 B).
Esta regido representa a variacao das tuplas-molde de um/graggociado a um fragmentp
(Figura 25 A).
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Figura 25 — Mapas de Ramachandran: (A) tuplas ocupando as regibes do mapa de Ramachandran, a
regido mais favoravel é expressa em vermelho, a regido permitida é expressa em amarelo, a regido ainda
aceitavel é apresentada em amarelo claro e a regido nao permitida em branco. A regido em vermelho

no canto superior esquerdo representa a regiao de estrutura secundaria regular do tipgtnialatas

e anti-paralelas. A regido em vermelho no centro esquerdo, e no centro direito representam a regiao de
estrutura secundaria regular do tipo hélica direita e a esquerda respectivamente. (B) representa a
delimitagcdo de um intervalo entre os dngulos de tor¢do minimos e maxingos«eatravés dos pontos

P ebs.

A seguir é exemplificado o calculo do tamanho e do valor central de um intervalo:

Assumindo,
¢ =-90.0, 9 = —60.0,
¥ = —50.0, 1 = —10.0,
o tamanho do intervalo do angulcé:
w([¢]) = ¢ — ¢,
w([¢]) = =60 — (=90),
w([¢]) = 30,
e o tamanho do angulo é:
w(ly]) =¥ — ¢,
w([¢]) = =10 — (=50),
w([y]) = 40.

O valor central do intervalo do angufoé dado por:
(9]) = ¢+ =5,

c([¢]) = —90 + (30/2),

c(l¢]) = =175,
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e valor central do intervalo do anguloé dado por:

o([¥]) = ¢ + 20,
c([v]) = =50 + (40/2),
e([¢]) = —30.

4.3.6 Etapa 6: classificacdo dos grupos em regides ocupadas no mapa de Ramachandran

ApoOs representar cada gruppde s; na forma de intervalos de variagdo angular, estes sao
rotulados. A partir da ponto médin(k;, ¢) e do ponto médian(k;, 1)) de um grupd;, é criado
um rétulo de identificacdo para o mesmo. Este rotulo tem a funcéo de relacionar unkgrupo
com a regido que este ocupa no mapa de Ramachandran. Todos oskgrabsao rotulados.

Para que esta classificacdo se torne possivel, criou-se uma biblioteca mapeando as regides
mais favoraveis estéreoquimicamente identificadas pela combinacdo de angulas Esta
biblioteca foi criada tendo por base os trabalhos de Thornton e colaboradores [62] [48], nos
guais o mapa de Ramachandran é dividido em 11 regides preferenciais (Figura 25 A). No en-
tanto, por simplificacéo, reduziu-se o nimero de regiées possiveis no mapa de Ramachandran
para 8 regides. Estas 8 regibes séo identificadas por: A, B, L, a, b, |, p e ¢, onde c passa a
ser chamada de regido de volta e representa as regi#esb, ~I, ~p e o restante da area
nao favoravel no mapa de Ramachandran. A Tabela 3 apresenta o cddigo de identificacédo e
a descricao das 11 regides em que o mapa de Ramachandran € dividido, segundo Thornton e
colaboradores [62] [48].

A patrtir da biblioteca criada, realizando o mapeamento das regides do mapa de Ramachan-
dran, foi criada uma funcéo de classificacdo, onde a partir do valor do centro do interghlo de
e do centro do intervalo deside um grupdk; € realizada a atribuicao de rotulos de identificacédo
para cada; representado por um intervalo de variacéo.

Um grupo rotulado tem a formk; : rot, onderot € o rotulo de identificacdo da regido,
podendo este assumir uma das oito regides conformacionais definidas. Cada fraguesto
passa a ser representado come: {k; : rot, ky : rot, ks : rot, ky : rot}.

Apos rotulados, os grupds de cadas; séo ordenados pelo nimero de elemeniasolde
associados a cada grupo. A ordenacéo € feita do grupom maior nimero de elementds
para 0 grupo com o menor numero, comc= {k; : rot > k;y : rot >,... ks : rot}. Esta
ordenagéo (grupas por numero de elementes) € importante para a construgao da estrutura
inicial da proteina-alvo nas etapas seguintes do método.
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Tabela 3: Regibes conformacionais do mapa de Ramachandran. Descri¢do segundo Thornton e
colaboradores [62] [48].

Cddigo da regiao Ocorréncia Descrigcéo

A regido mais favoravel hélice- @

B regido mais favoravel folha- I}

L regido mais favoravel hélice- a a esquerda
a regido favoravel hélice- «@

b regiao favoravel folha- Ié;

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

~b regido aceitavel folha- I}

~I regido aceitavel hélice- « a esquerda
~p regido aceitavel extensdo de hélice- e

restante da area regido ndo permitida exceto para a Glicina

Uma concentragcdo maior de elementpsle um fragments; em um grupok; significa
gue os dupletos do aminoacido central dos fragmentos-molde pertencentesairem em
maior nimero no intervalé; = (¢, o, P, 1) e os angulos diedros do dupleto do aminoacido
central de um fragmento-alvg estdo mais propicios a estarem neste intervalo. Um grpypo
com um maior numero de elementos molde possui uma maior probabilidade de ser utilizado na
construcdo da conformacéo, representada na forma de intervalos, da seqtiéncia-alvo.

4.3.7 Etapa 7: predicdo da estrutura secundaria

Nesta etapa, € realizada a predicéo da estrutura secundaria da sequénciaRdva cada
residuo de aminoacidg da sequéncia-alvé’, é determinada a regido em que os angulos de
torcao (phi e psi) deste aminoacido possivelmente estardo ocupando no mapa de Ramachadran.
Na literatura sdo encontrados diversos métodos que realizam a predicdo da estrutura secun-
daria de uma proteina a partir de sua sequéncia de aminoacidos. Dentre os mais utilizados
€ possivel citar: DSC [46], PHD [78], PREDATOR [24], GOR [25, 26, 30], SIMPA96 [52],
DPM [21], SOPMA [28], SOPM [27], MLRC [33] (combina varios métodos de predicao, tais
como SIMPA96 [52], GOR4 [25, 26, 30], SOPMA [28]) e SCRATCH [15]. Estes métodos sao
disponibilizados em servidores de predicdo e estdo disponiveis para uso gratuito. Exemplos
destes servidores: o servidor NPS@ (NPS@@twork Protein Sequence @nalydi$6] e o
servidor SCRATCHprotein prediction serveque utiliza o método SCRATCH [15].

Cada método de predicdo da estrutura secundaria de uma proteina faz uso de diferentes
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técnicas para realizar as suas predi¢cdes. Alguns métodos analisam a formacao de ligacdes de
hidrogénio, outros incorporam padrdes oriundos de bases de dados com informacdes de pro-
teinas com estrutura determinada experimentalmente, outros utilizam redes neurais artificiais,
etc. Devido a estas diferentes metodologias, alguns métodos de predicdo de estruturas secun-
darias apresentam melhores resultados quando comparados com outros em suas predicdes. Al-
guns, conseguem predizer melhor as estruturas secundarias do tipofabtaes de hélices

a. Apoés analisar e avaliar a qualidade das predicdo realizadas por diferentes métodos, optou-
se por obter um consenso entre a predicao de estrutura secundaria obtida a partir de trés ou
mais métodos de predicdo. O consenso, busca mapear regides (com um ou mais aminoacidos)
em que ha uma concordéancia no resultado da predi¢do da estrutura secundaria pelos métodos
utilizados. A Tabela 4 mostra um exemplo do consenso obtido a partir da predicéo realizada
por 3 diferentes métodos (DSC [46], PHD [78], PREDATOR [24]) para uma seqUéncia alvo
K=FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC composta por 34 aminoacidos.

Tabela 4: Exemplo da predi¢do da estrutura secundaria de uma sequéncia de 34 residuos de
aminoéacidos obtendo o consenso entre os métodos DSC, PHD e PREDATOR.

Método FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC
DSC ccchhhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhheeece
PHD ccchhhhhhhhhhhceececchhhhehhhhhheeee
PREDATOR ccchhhhhhhhhheecccechhhhhhhhhhheeee
Consenso ccchhhhhhhhhhhcccechhhhhhhhhhheeee

Os métodos de predicao de estruturas secundarias dividem o mapa de Ramachandran em
oito estados conformacionais. Por simplificacdo, neste trabalho estados foram representadas
em somente trés: h (hélied, b (folha) e ¢ (volta ou alga). Portanto, criou-se uma tabela de
associacao para converter os oito estados conformacionais para os trés estados conformacionais.
A Tabela 5 apresenta a codificacdo (rotulos) adotada (trés estados conformacionais) para repre-
sentacdo da estrutura secundaria de um polipeptideos e a codificagdo correspondente adotada
pelos métodos de predicao de estrutura secundaria utilizados (oito estados conformacionais).

Tabela 5: Representacao dos estados conformacionais no servidor NPS@, servidor Scratch e a
codificacdo correspondente aos trés estados adotado pelo método de predi¢cdo. h representa o
estado conformacional do tipo héliagb representa o estado conformacional do tipo foltea

c representa o estado conformacional de volta ou alga.

Servidor NPS@ Servidor SCRATCH Descricdo Trés estados
H, G, | H, G, | hélice @ h
B, E B, E folha I} b

T, S C T,S,C voltas c
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Esta informacé&o, obtida durante a predicao da estrutura secundaria, é utilizada para guiar a
escolha de intervalos de variacdo angular para a construcao da conformacéo inicial em etapas
seguintes do método.

4.3.8 Etapa 8: construgao da conformagéo inicial

Apoés identificados e rotulados os grupg<e realizada a predicdo da estrutura secundaria
da sequéncia da proteina alvo, € construida a conformacao inicial do polipeptideo. Os dupletos
de angulos de tor¢ao de cada residuo de aminoé&cido da seqiéncié-advpolipeptideo sédo
representados por intervalos de variagao angular. Desta forma, a confortdeaoma pro-
teina passa a ser representada por um veter{[X,], [Xs], ..., [X,]}, onde[X;] € um dupleto
de angulos de tor¢&o representado cothe= {z, 7}, ou sejaX; = {(4,¢), (1, ¢)}. Devido &
restricdo existente em suas rotagoes, 0s angul(ésnega) séo fixados em 18(Bec¢éo 2.3.1).
A Figura 26 representa um modelo de peptideo na forma de intervalos de variacdo angular,
exceto os angulos.

| 1
Dupletos representados
na forma de intervalos

Figura 26 — Representacdo esquematica de um modelo de peptideo identificando os dbplEtos (
representados na forma de intervalos de variacdo angular.

O aminoécido central de cada fragmento consecutide /& corresponde a um unico ami-
noacido da sequéncia-alvo, isto é, pard = 5 0 aminoacido central do primeiro fragmento
s; de uma sequénci’ corresponde a posicdot 3 em K, o aminoacido central do segundo
fragmentos, a posicada + 4 e assim por diante. Para a constru¢cdo da conformacao inicial,
representada na forma de intervalos, séo utilizadas as informacdes dos/grdpaesda frag-
mentos;. A escolha de unk; = (¢, o, Y, 1)) grupo des; para representar®ésimo residuo de
aminoéacido de uma sequéndiaé feita seguindo 2 regras:

Regra 1: encontrar ens; o(s) grupo(sk; em querot seja igual ao rotulo identificado para o
i-esimo residuo de aminoéacido no consenso da predicao da estrutura secundéria. E dentre estes,
escolher o grupé; que possui 0 maior nimero de tuptapertencentes ao mesmo.

Conforme discutido anteriormente, durante a predicdo da estrutura secundaria é utilizado
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um modelo de trés estados conformacionais (h, b, c) para representar a estrutura secundaria
da proteina e, durante a fase de atribuicdo de rotulos as gkyp&do utilizados oito estados
conformacionais (A, B, L, a, b, |, p e ¢). Para satisfazer a Regra 1 € necessario criar uma funcéo
gue ir4, a partir do estado conformacional de um aminoécido, determinado durante a predi¢ao
da estrutura secundaria, selecionar de maneira adequada dkgaqummelhor descreva o seu

estado conformacional. Criou-se um conjunto de regras para escolha destes grupos, as mesmas
séo descritas a seguir:

e Para aminoacidos, identificados na fase de predi¢cao da estrutura secundaria, com estrutura
secundaria em estado de hélie€h): sdo escolhidos primeiramente os grupos rotulados
por "A"(regido mais favoravel), caso ndo exista nenhum grupo, procede-se escolhendo
um grupo rotulado por "a"(regiao favoravel);

e Para aminoéacidos, identificados na fase de predi¢do da estrutura secundaria, com estrutura
secundaria em estado de folhagb): sdo escolhidos primeiramente os grupos rotulados
por "B"(regido mais favoravel), em seguida um grupo rotulado por "b"(regido favoravel);

e Para aminoacidos com estrutura secundaria em estado de volta ou al¢a (c): sdo escolhidas
primeiramente as regides rotuladas por~&(~b, ~I, ~p e restante da area), em seguida
por "L"(regidao mais favoravel), "I"(regido favoravel), "p"(regido favoravel), "a"(regido
favoravel), "b"(regido favoravel), "B"(regido mais favoravel), "A"(regido mais favoravel).
As regides pertences a estruturas regulares do tipo héliee®lhass (A, a, B, b) sédo
utilizadas para representar as regides de volta. A inclusédo destas regides, pertencentes a
estruturas regulares, se deve ao fato que estruturas irregulares podem ocorrer em qualquer
regido do mapa de Ramachandran [96].

Regra 2: se durante a predicdo da estrutura secundaria for predito pa&aimo residuo
de aminoéacido da sequiéncia-ali um estado conformacional pertencente a uma regidao de
estrutura regular (h ou b), e ndo existir um grdpa@om roétulorot igual ao identificado para
este residuo, procede-se calculando o valor médio entre o angulos presentes no residuo de ami-
noécidoi — 1 ei+ 1 e 0o mesmo. O valor obtido é substituidoirgsimo residuo de amino&cido
da seqUéncia-alvé&. Esta estratégia é justificada pelo fato de que nas estruturas secundarias
regulares existe um padrao entre os valores dos angulos diedros dos aminoacidos que a compde.

Os intervalos de e do grupok; = (¢, o, P, 1) des; selecionados passam a representar o
dupleto de angulos de tor¢ao do residuo de aminoacido correspondente na sequériciadalvo
Figura 27 ilustra o processo de construcéo da conformacao representada na forma de intervalos.
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K=FNMQCQRRFYE

Figura 27 — Representacdo esquematica do processo de escathgrp®s para representar os angulos
de tor¢céo dos residuos de aminodacidos da seqléncidalvo

4.3.9 Etapa9: otimizacao das regides de volta

Apos construida a conformacéo inicial (representada na forma de intervalos), aplica-se uma
estratégia para reducao do intervalo com o objetivo de encontrar a conformacgao que apresente a
menor energia potencial. Nesta etapa, as regides de Y¢Rmgira 29) identificadas na predicdo
da estrutura secundaria tém um tratamento especial, pois sdo elas que irdo, principalmente, de-
terminar a forma de enovelamento da proteina, ou seja, a forma como as estruturas secundarias
regulares (folhag e hélicesw) estarédo organizadas em nivel terciario [23]. Por representarem
regides pequenas (em média 3-7 residuos de aminoacidos) de segmento na cadeia polipeptidica,
estas regides provocam distor¢cdes no enovelamento da proteina, as quais, séo dificeis de serem
avaliadas aqriori [23]. Devido a esta particularidade, e ao fato das estruturas secundarias regu-
lares apresentarem um certo padréo no valor dos seus angulos de torcéo, optou-se por realizar
a otimizacédo e reducédo do intervalo da conformacéo inicial somente nas regides identificadas
como regides de volta.

As regides do polipeptideo alvo identificadas durante a predicdo da estrutura secundaria
como folhasi ou hélicesa ndo tém seu intervalo reduzido. Assume-se para estas regiées o
centro do intervalo (do angulo de tor¢ao), conforme foi descrito na Equacéo 4.10.

Buscando a reducéo do intervalo dos angulos de tor¢cdo dos residuos de aminoacidos pre-
sentes em todas as regides de volta, identificadas mediante a analise da predicao da estrutura
secundaria, desenvolveu-se um algoritmo composto por 6 passos:

1. Inicialmente sao identificadas as regides de volta na sequéncia alvo (predigéo da estrutura
secundaria);

5Regido de volta: identificada por um tnico, por dois ou mais residuos de aminoacidos consecutivos identifica-
dos por "c"(volta) durante a predi¢édo da estrutura secundaria.
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2. Sdo escolhidos, aleatériamente, os angulos de torcao pertencentes a uma determinada
regido de volta;

w

. A partir destes angulos aleatérios e do ponto médio do intervalo das demais regides de
volta e das regides identificadas como pertencentes a estruturas regulares é construida a
conformacao do polipeptideo-alvo;

4. As cadeias laterais sédo adicionadas de forma otimizada na conformacao construida;
5. A energia potencial da conformacdao é calculada;

6. Os passos 2-4 sdo repetidos até um numete conformacdes seja atingido. Posteri-
ormente, sdo analisadasa$%) melhores conformacdes construidas que apresentam a
menor energia potencial. Em seguida, é calculado o valor médio de variacdo para cada
angulo de tor¢cédo de cada residuo de amino&cido pertencente a regido de volta analisada.
A partir deste valor médio, é feita a reducéao do intervalo de cada angulo de tor¢cédo de cada
residuo de aminoacido da regido de volta que esta sendo processada. Um nova regido de
volta, se existente, é escolhida. O algoritmo repete 0s passos 2-6 até que todas as regides
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 &ngulo diedro
dos residuos de aminoacidos das regides de volta. O algoritmo para quando atinge um
limite A\, ndo sendo mais possivel reduzir o intervalo. Apds processar todas as regides
de voltas, retorna-se a primeira regido de volta processada, e novamente o algoritmo é
executado buscando, caso possivel, reduzir o intervalo.

O fluxograma da Figura 28 esquematiza a estrutura do método de reducéao do intervalo das
regides de volta. A seguir sdo discutidos em maiores detalhes cada um dos 6 passos que com-
pdem o algoritmo para otimizacao das regides de volta e redugéo de intervalos.

Passo 1 - identificacdo de regifes de volta partir da predicdo da estrutura secundaria
da sequéncia alvo de aminoéacidos séo identificadas as regides de volta. Uma regido é formada
por residuos de aminoacidos consecutivos que possuem o0 mesmo estado conformacional. Uma
regido também pode ser formada por um Unico residuo de aminoacido.

A Figura 29 ilustra a identificacdo de regides a partir da predicéo da estrutura secundaria da
sequéncia-alvo. Uma Unica regido de volta € analisada a cada passo de execuc¢édo do algoritmo,
as demais regides de voltas permanecem "bloqueadas", sendo utilizados o valor central de seus
intervalos. Somente os residuos de aminoacidos pertencentes a regioes de volta (Figura 29) tem
o intervalo de seus angulos diedros reduzido.
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Figura 28 — Fluxograma esquematizando o método desenvolvido para a reducao do intervalo nas regides
de volta do polipeptideo representado na forma de intervalos de variagao angular.
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Figura 29 — Representacdo esquematica do processo de identificacdo das regifes de volta, a partir do
resultado da predi¢éo da estrutura secundaria de uma sequéndié. alvo
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Passo 2 - escolha aleatéria de angulos de torcdo em um intervaldevido a complexi-
dade existente para analisar todas as possiveis combina¢des de angulos de tor¢céo [65] entre 0s
intervalos de todos os dupletos de cada residuo de aminoacido da regido de volta, optou-se pela
geracéo de uma série pseudo-aleatb[&i] para guiar a escolha "aleatéria"de angulos em um
intervalo. Optou-se pela geracdo de uma sequiéncia pseudo-aleatdria e ndo de uma sequéncia
puramente aleatoria, devido ao fato de que o uso de numeros realmente aleatorios torna impos-
sivel a repeticdo de uma dada sequéncia de numeros e desta forma ndo é possivel verificar a
acuracia da simulacdo 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 geragdo de variaveis pseudo-
aleatérias, criando numeros uniformemente distribuidos entre 0 e 1. O método é descrito pela
Equacédo 4.11 [77], ondeé um namero inteiro escolhido entre 1&e M € um nimero primo.

A Equacéao 4.11 procede realizando a multiplicagéde d€Z e dividindo o resultado pa¥/ e
fazendoZ,, o resto da divisao.

Zk = a.Zk,1 (411)

O algoritmo 1 gera uma sequénciaqu pseudo-aleatéria com tamanho de periodo fixo
(tamanhoPeriodp Assume-se um valor pard = 2147483647, a = 25717 e um valor para
semente igual a Is¢m = 1).

Algoritmo 1 Geracdo de uma série aleatoria

numerosAleatorios(sem,tamanhoPeriodo)
resultado =]
z=0,Za=sem, M =2147483647, a = 25717
for (i=0 ate tamanhoPerioddp

z=(a*Za)% M

resu.add(Za/(M-1))

Za=272
end for
return resu

Com base na série pseudo-aleatoria gerada sao escolhidos angulos junto ao intervalo da
conformacdo. A Equacéo 4.12 obtém, com base em um valor da série peridédica, um angulo
pertencente a um intervalo= (¢, ¢) e a um intervala) = (¢, ¢)) de um residuo de aminoa-
cido.

n(0) = 8 + (resultadoli].w([A)])), (4.12)

’Gerador de nimeros pseudo-aletorios: € um algoritmo que usa da aritmética para gerar uma seqiéncia de
nameros com propriedades de nimeros aleatorios.
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onde,f € um angulo de torca@(ou ) ei € o indice do vetoresultado que armazena a série
pseudo-aleatéria.

A seguir é exemplificada a escolha de um angulo de tor¢cdo em um intervalo:

Seja

(] = (¢, ¢) = (—90.0, —50.0)
[v] = (¥, ) = (—60.0,-10.0)
e

resultado[1] = 0.5, indice: = 1

entdo o angulo aleatério para o intervafd e [¢/] de um residuo de aminoacido em regido
de volta de uma sequéndia é:

n(¢) = —90.0 + (0.5 40.0) = —70.0

n(y) = —60.0 + (0.5 * 50.0) = —35.0

Para todos os residuos de aminoacidos correspondentes a regido de volta identificada no
consenso da predicao da estrutura secundaria sao escolhidos, dentre os respectivos intervalos,
angulos baseados na distribuicdo pseudo-aleat6ria obtida através do Algoritmo 1.

Passo 3 - construcdo da conformacaapos escolhidos os angulos de tor¢édo nos intervalos
associados a cada residuo de aminoacido de uma determinada regido de volta é construida a con-
formacao. Para os dupletos de angulos de torgao)(de residuos de aminoacidos classificados
em regides conformacionais de hélices folhass durante a predi¢cao da estrutura secundaria e
de outras regides de voltas, que no momento néo estdo sendo analisadas, € considerado o valor
centralc([#]) do intervalo na conformacéo inicial. Todos os angulasio fixados em 180As
informagdes sobres os angulos do polipeptideo sédo processadas pelo rabeafalo pacote
para modelagem molecular AMBER [13], gerando a conformacéo.

Passo 4 - colocagéao e ajuste das cadeias lateraapos obtida uma conformacéo, sao adi-
cionadas de forma otimizada as cadeias laterais. A atribuicao e ajuste das cadeias laterais é feita
utilizando um banco de dados constituido por rotameros de cadeias laterais (angldgso-
teinas do PDB. No método desenvolvido utilizou-se o programa SCAP [39,95] para automatizar
a colocacgédo e otimizacao das cadeias laterais nas conformacdes construidas. A partir de uma
biblioteca de rotameros (bilioteca de Dunbrack [22]) o programa SCAP estima a probabilidade
de cada cadeia lateral assumir uma determinada conformacéo em funcao dos angulos torsionais
da cadeia principak{ e ¢)) e do tipo de residuo de aminoacido. O software SCAP foi utilizado
devido a qualidade de suas predi¢des e por considerar fatores como acessibilidade do solvente
e hidrofobicidade durante a colocacéo das cadeias laterais.

Passo 5 - calculo da energia potencialapos adicionadas as cadeias laterais € calculada
a energia potencial da conformacgéo. Esta energia € obtida através de rotinas do pacote para
modelagem molecular TINKER [73] e o campo de forca CHARMM (verséo 27) [11,56]. O
valor da energia potencial € a base para proceder a reducao do intervalo.
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Passo 6 - reducdo do intervalp para cada ciclo de execucdo do algoritmo é gerado um
namero: de conformacdes igual ao tamanho da série peridétiragnhoPeriodpobtida pelo
Algoritmo 1. A partir das melhores energias obtidas nas conformacgdes geradas para uma dada
regido de volta, é feita a reducdo do intervalo para esta regido. A partir de uma porcentagem
0 das: (Algoritmo 1,tamanhoPeriodpconformacfes geradas séo obtidos parametros que irdo
conduzir a reducao do intervalo de cada angulo do dupleto de cada residuo de aminoacido da
regido de volta que esta sendo analisada.

Dentre todas a& conformacfes selecionadas é calculada a média aritmética para cada an-
gulo de torcédo de cada residuo de aminoacido pertencente a uma regiao de volta. A Equacao
4.13 calcula a média aritmética dos angulate um residuo de aminoécidalass estruturas
com menor energia potencial encontradas no passo de simulacao corrente.

1)
m(0) = % Z 0; (4.13)

Para o intervalo de um angulo died?d¢ ou ) de um residuo de aminoacidma sequén-
cia alvo K presente em uma regido de volta é realizada a reducéo do intervalo deste angulo
conforme os passos descritos a seguir:

e Calcula-se o centro do intervad[d]);

e Calcula-se a média aritmética deste angulo hastruturas geradas que apresentam a
menor energia potencial;

e A partir dec([#]), 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
médiamn(¢) das estruturas com menor energia esta concentrada proximo ao limite inferior
ou préximo ao limite superior do intervalo. Caso esteja concentrada proxima ao limite
inferior, procede-se reduzindo um percentudb tamanho do intervalo a partir do limite
superior. Caso esteja concentrada em uma regido proxima ao limite superior, procede-
se reduzindo um percentualdo tamanho do intervalo a parir do limite inferior. Caso
a média dos angulos dasestruturas com menor energia potencial esteja localizada na
regido do limiar, procede-se a redugdo do intervalo oo tamanho do intervalo para
o limite superior e o limite inferior do intervalo. A Figura 30 representa um intervalo
e identifica a regido de limiar proxima a regiao central a partir da qual sera analisada e
identificada a melhor forma para proceder a reducéo do intervalo.



79

Reducao Reducdo
limite _ limite
inferior Limiar superior

— - —— s p
- L]
. H w
[T : . c C
=i 2 |23
E.E . = = -
dJc . ' oo
£ : e
- -
.

Y
Tamanho do Centro do
intervalo Intervalo
inicial inicial

Figura 30 — Representacao esquematica do processo de reducdo de um intervalo, identificando o limite
superior e inferior do intervalo e o limiar a partir do centro do intervalo.

A cada passo de iteracdo do método de otimizacdo da(s) regiao(des) de volta, o intervalo de
cada angulo diedro, dos aminoéacidos da volta processada, € reduzido. Um passo de iteracao
do algoritmo significa que asconformacdes foram geradas. Calcula-se o tamanho de cada
intervalo e o algoritmo de otimizacéo e reducéo para quanto o tamariftd)f de todos os
intervalos forem menores ou iguais a um limite

4.3.10 Implementacao

Nesta secao € brevemente descrito cada mddulo implementado para automatizar o método
desenvolvido. Todos os médulos foram implementados na linguagem Python.

1. Md6dulo de fragmentacao: realiza a fragmentacdo da sequéncia-alvo em subsequentes
fragmentos.

2. Médulo para busca de fragmentos moldes no PDBealiza a busca por proteinas mol-
des para todos os subsequentes fragmentos utilizando o pacote BioPython e o programa
BLASTp e cria uma lista de pdbs a serem obtidos do PDB.

3. Médulo para obter os arquivos pdbs do PDB:obtém os arquivos pdbs do PDB.

4. Médulo para calcular os angulos de tor¢ao:calcula os angulos de torcéo de cada ar-
quivo pdb obtido do PDB e cria o arquivo de angulos referente a este pdb.

5. Médulo para localizar os fragmentos molde:analisa cada arquivo de angulo criado e
localiza neste arquivo, o fragmento molde refere ao fragmentosalaesociado a este
pdb.

6. Mddulo para gerar os arquivo de variacao angular:a partir de cada fragmento molde é
obtidos os valores de tor¢do do residuo de aminoacido deste fragmento. Todos os valores
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de torgcédo associados a um fragmentsdo armazenados em um arquivo de variagdo
angular.

. Modulo para gerar arquivos Weka a partir do arquivo de variacao angular, associado a

cada fragmento;, é criado o arquivo de entrada para o programa de mineracéo de dados
- Weka

. Modulo para execucdo doNeka o algoritmo de agrupamento é executado tendo como

entrada cada arquivo de entrado gerado pelo mddulo para gerar arquivos weka. O resul-
tado do agrupamento é armazenado em um arquivo.

. Médulo para geracao de intervalos de variacdoa partir dos resultados do algoritmo

de agrupamento, para cada um dos grupos associados a um fragms@togerados
intervalos de variacéo.

Biblioteca de estados conformacionaisbiblioteca representando os estados conforma-
cionais do mapa de Ramachandran.

Funcado de mapeamento de regides conformacionaiingao que utiliza a biblioteca de
estados conformacionais para classificar a partir dos anghlaspsi a regido ocupada
no mapa de Ramachandran.

Modulo de rotulamento: utiliza a biblioteca de regides conformacionais e a funcao de
mapeamento para atribuir rétulos a todos os gripoe todos 0s; fragmentos.

Mddulo para predigéo da estrutura secundaria:realiza a predigdo da estrutura secun-
daria para sequéncia alvo através de um servidor de predicéo.

Mdédulo para construc¢do da conformacao inicial: utilizando os grupos rotulados de
cadas; fragmento e a informacéo da estrutura secundaria, é construida a conformacéo
representada na forma de intervalos de variagao.

Médulo para otimizacdo das regides de voltaidentifica as regides de volta do polipetideo-
alvo e realiza a reducao do intervalos das regides de volta, buscando encontrar o menor
intervalo fechado que represente a conformacéo de menor energia potencial.

Modulo de analise:ferramentas de suporte para analise dos resultados obtidos na predi-
¢ao da estrutura 3D de polipeptideos-alvo.

4.3.11 Resumo do capitulo

Neste capitulo foi apresentada um novo método para a preitiggltico da estrutura 3D

de polipeptideos. O método proposto utiliza técnicas de agrupamento aplicadas a dados de es-
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truturas determinadas experimentalmente. A partir do agrupamento, sao criados intervalos de
variacao angular que passam a representar a conformacao de um polipeptideo-alvo. Os angulos
de torcao sdo obtidos de fragmentos moldes de estruturas 3D experimentais armazenadas no
PDB. Os angulos de torcdo dos aminoacidos nas regides de volta tém seu intervalos de vari-
acao angular reduzido buscando, desta forma, encontrar a conformagao com a menor energia
pontencial. A construcdo de uma conformacéo, representada na forma de intervalos de vari-
acdo, através de informacgBes obtidas de estruturas experimentais, diminui o espaco de busca
conformacional.

O método desenvolvido é capaz de predizer novas formas de enovelamento. Isto, se deve
a forma em que as conformagdes séo construidas. O método desenvolvido néo esta limitado
a informacao de proteinas-molde. Nele, os angulos diedros do residuo de aminoéacido central,
obtido de proteinas-molde, fornecem apenas a informacéo a respeito dos possiveis valores que
o correspondente residuo de aminoacido na proteina-alvo pode adotar. O agrupamento destes
angulos, permite identificar os estados conformacionais mais provaveis que este residuo de
aminoéacido possa estar assumindo.

Quando comparado a outros metodesnovg como o0 ROSETTA, o método de predicéo
proposto se diferencia, principalmente, pela forma de obtencé&o e utilizacdo das informacoes
de proteinas-molde. No método ROSETTA € utilizada a informacé&o de todos os residuos de
aminoéacidos de um fragmento obtido de uma proteina-molde. No entanto, no método de pre-
dicdo desenvolvido é utilizada somente a informacg&o do residuo de aminoacido central de um
fragmento obtido de uma proteina-molde. As técnicas de agrupamento unidas a forma de utili-
zacao da informac0fes obtidas apés a sua execucéo, dispensam a combinacéo de fragmentos. A
construcdo de intervalos de variacao angular para cada angulo diedro da seqiéncia de residuos
de aminoécidos da proteina-alvo, permite que sejam realizadas altera¢des conformacionais que
possam conduzir o método de predicdo a encontrar uma conformacdo com a menor energia
potencial.

No préximo capitulo sdo apresentados os experimentos realizados com o método de pre-
dicdo desenvolvido. E realizada a predi¢do da estrutura 3D de proteinas-alvo pertencentes a
diferentes classes estruturais.
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5 Experimentos

5.1 Introducao

Nesta se¢do, séo apresentados os resultados obtidos com a utilizagdo do método de predicao
desenvolvido. E predita a estrutura 3D aproximada de seis proteinas. Estas proteinas tém a
sua estrutura 3D conhecida experimentalmente e armazenada no PDB [7, 8]. Foram escolhidos
os polipeptideos com os seguintes codigos 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 proteinas. A seguir séo listadas as proteinas testadas e a
sua classificacao segundo o SCOP [64]:

e Cadeia A da proteina A estabilizada por ponte de sulfeto:codigo no PDB: 1ZDD
[64,88]; classe: proteina projetad2gsigned proteijy enovelamento: grampo- Protein
A 1g(Fc)-binding domain mimics

e Cadeia A da proteina MBH12: codigo no PDB: 1K43 [69]; classe: proteina projetada
(Designed proteip) enovelamento: grampo beta projetateta-hairpin desig)

e Cadeia A da protéina ROP:codigo PDB: 1ROP [5]; classe: hélieg/All alpha proteir),
enovelamento: grampe - ROP-like

e Dominio B1 da proteina G do streptococcal:cdédigo no PDB: 1GB1 [32]; classe: +
G (Alpha and beta protein (a+0) enovelamento: mistura e 5 - beta-Grasp (ubiquitin-
like).

e Cadeia A da proteina PAB: codigo no PDB: 1GAB [55]; classe: hélice (All alpha
protein), enovelamento: pacote de 3 héliceasmimunoglobulin/albumin-binding domain-
like;

e Cadeia A da Uteroglobina: cédigo no PDB: 1UTG [61]; classe: hélice (All alpha
protein), enovelamento: multi hélicedJteroglobin-like(multihelical;
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5.2 Materiais e métodos

Utilizou-se o algoritmo desenvolvido, descrito no Capitulo 6, para a predicdo da estrutura
3D aproximada das proteinas-alvo. Para a fase de fragmentacé&o utilizou-se um tamanho padrao
para o numero de residuos de aminoacidos em cada fragmérioegiduos de aminoacidos,
pentapeptideo). Em todos os estudos de caso foram eliminadas as proteinas-molde que possuem
alguma relacéo evolucionaria com a sequiéncia da proteina-alvo. Para esta sele¢éo, eliminou-
se todos as proteinas-moldes que apresentam a sua sequéncia de aminoacikldOeone
identidade em relacdo a sequéncia da proteina-alvo.

A qualidade estéreoquimica das estruturas 3D preditas é analisada através do programa
PROCHECK [48]. As estruturas secundéarias sdo analisadas utilizando os programa$ DSSP
[43] e PROMOTIF [38]. Todas as representacdes graficas das estruturas 3D sdo preparadas
com o software PYMOL [20]. Todos os célculos de RMSD foram realizados com o programa
PROFIT (Grupo Dr. Andrew C. R. Martim) e sao obtidos a partir da sobreposic¢ag, dia C
estrutura predita e do (a estrutura nativa da proteina-alvo. Em todos os calculos de RMSD
sdo desconsiderados os 2 residuos de aminoéacidos iniciais (regido N-terminal) e os 2 residuos de
aminoacidos finais (regido C-terminal) das estruturas 3D sobrepostas. Esta deciséo foi tomada
porque, conforme descrito no Capitulo 6, os angulos de tor¢éo destes aminoécidos sao fixados
em 180%.

Adotou-se uma configuracdo Unica na parametrizacéo do algoritmo de otimizacéo das re-
gibes de volta. Os parametros do algoritmo se referem ao niumero de conformacgdes geradas, ao
nuamero de conformacdes utilizadas para realizar a reducéo do intervalo, ao tamanho minimo do
intervalo e ao tamanho do limiar préximo a regido central do intervalo. Estes parametros séo
detalhados a sequir:

e Numero de conformacdes iniciaig:(sdo geradas inicialmente= 1.000 conformacdes
para cada regido de volta (primeiro passo de execugao do algdritmo

e O intervalo é reduzido em cada regiao;

e Numero de conformacdes apos o primeiro passo de execu¢dsh$ geradas = 100
conformacgdes para cada regido de volta em cada passo de execucéo do algoritmo;

!PROCHECK: programa que checa a qualidade estereoquimica de uma estrutura de proteina gerando analises
graficas sobre a geometria espacial da proteina, residuo por residuo. Através de mapas de Ramachandran, os
aminoacidos da conformacéo sdo analisados em relacéo as regides energeticamente favoraveis.

2DSSP: o programa calcula a estrutura secundaria de uma proteina, as suas coordenadas x, y e z e a acessibili-
dade do solvente.

3PROMOTIF: programa que prové detalhes da localizag&o e dos tipos de motivos estruturais em estruturas 3D.

“Devido a forma de fragmentacdo, ndo é possivel obter informacdes de proteinas molde para modelar os 2
residuos de aminoéacidos iniciais e os dois residuos de aminoéacidos finais.

SPasso de execuc&o do algoritmo: um passo de execucao do algoritmo compreende gerar todas as conformagdes
necessarias de todas as regides de volta.
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e Porcentagem de conformacgdes analisadas para determinar a forma de reducéo do inter-
valo (§): adotou-se um valor d&= 10 % para determinar o nimero dasonformacdes
gue serao utilizadas para determinar a forma de reducéo do intervalo de uma determinada

regiao de volta.

e 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 reducao do intervalo;

e Tamanho minimo de um intervalo: o tamanho limite para reducédo do intervalo é de
w(6) = 10.

Os graficos de analise dos resultados sdo construidos utilizando o programa Ori§iciLab (
entific Graphing an Analysis SoftwareTodos os softwares de analise foram implementados
usando a linguagem de programacao Python e C++. A predicdo da estrutura secundaria € rea-
lizada pelo servidor NPS@ [16] e SCRATCH [15]. Os testes foram executados numa maquina
PC Intel Core 2 Duo E6400 2.4GHZ 2MB Cache e 2GB de RAM HD, 250MB com sistema

operacional Linux.

5.3 Estudodecasol1: 1ZDD

No estudo de caso 1, realizou-se a predigdo da estrutura 3D aproximada da mini proteina
cujo codigo PDB é 1ZDD [88], composta por 34 residuos de aminoacidos e conhecida pelo
arranjo de duas estruturas secundarias em forma de helm@sectadas por uma volta (codigo

PDB: 1ZDD - Figura 31A) [64].

N-terminal

N-terminal

i C-terminal ' .
r ) /" G-terminal

N-terminal C-terminal

N—tern;linal Extarmingl 1
Figura 31 — Representacao do tiRtbbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relagdo a estrutura experimental, encontrada ao longo da execucédo do
método de predi¢éo; (D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizacéo da regido de volta. As pontes de

sulfeto e as cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualizag&o.
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A sequéncia alvak=FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDC da proteina foi
fragmentada em 30 fragmentos-alocom tamanhd=5 residuos de aminoacidos (Tabela 6,
coluna 1). Para cada fragmento-alyoé realizada a busca por fragmentos-molde no PDB.
Eliminou-se as proteinas cujas seqiiéncias sao idénticas ou muito similares a sequéricia alvo
da proteina com cédigo PDB igual a 1ZDD, identificadas por: 1ZDC, 1ZDD, 1L6X, 10Q0,
10QX, 1ZDA, 1ZDB, 2SPZ, 1LP1, 1Q2N, 1FC2, 1BDC, 1BDD, 1SS1, 1DEE, 1EDK, 1EDJ,
1EDI, 1EDL. ApGs obtidos os arquivgedbsdo PDB, séo calculados os angulos de tor¢céo
do aminoacido central de cada fragmento-molde (Tabela 6, coluna 2). A Tabela 6, coluna 3,
apresenta o numero de tuplas-molde retornadas para cada fragimento

Tabela 6: Classificacéo dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a 1ZDD nos trés estados conformacionais (h, b e c¢).

Fragmento  Residuo central N ° de moldes Heélice a(®) Folha B(%) 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 [ 28 53.57 46.43 0.00

continua na proxima pagina
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Fragmento  Residuo central N ° de moldes Hélice a(%) Folha ((%) Volta(%)

KIKSI K 40 90.00 10.00 0.00
IKSIR S 74 32.43 41.89 25.68
KSIRD | 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-alvos;. A partir de sua analise é possivel identificar as regidées no mapa de Rama-
chandran onde se encontra o maior nimero de tuplas-molde.
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Figura 32 — Mapa de Ramachandran datsiplas de cada fragmentg da proteina cujo cédigo PDB é
1ZDD (parte 1).
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Figura 33 — Mapa de Ramachandran datsiplas de cada fragmentg da proteina cujo cédigo 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 trés estados conformacionais (h, b e ¢). Nesta classificacdo, o estado conformacional
de hélicea (h) compreende os residuos de aminoacidos nos estados "A", "a", "L", "I"e "p", o
estado de folh@ (b) compreende os residuos de amino&cidos em estados "B"e "b"e as regides
de volta (c) compreendem os residuos de aminoacidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8
estados descrito na se¢éo 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentada
na secéo 4.3.8).

Cada fragmente; tém as suas tuplas-molde agrupadas em 4 grupos. Para cada grjpo de
€ calculada a média e o desvio padrao estimado. A Tabela 7 apresenta o resultado obtido com o
agrupamento das tuplas de cada fragmento

Tabela 7: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg divproteina cujo
codigo PDB é 1ZDD: ) € o valor médio ed) € o desvio padrao estimado de cada grijpo

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  -4359  -67.29 -31.27
FNMQC o 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 o 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 o 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 o 7.24 5.02 0.36 0.27 43.22 11.42 3.99 4.47
CORRF m 52.91 -133.26  -90.38 118.06 -62.76  -32.01 -63.96 114.25
CQRRF o 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 o 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 o 0.17 151 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 o 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 o 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 o 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 o 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 proxima pagina



Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Frag phi psi phi psi phi psi phi psi
ALHDP o 7.23 51.28 8.75 10.65 5.62 10.71 9.06 18.89
LHDPN m -83.45 12487 -11823 8535 98.73 96.45 -130.05  62.93
LHDPN o  27.86 14.8 9.18 3.90 51.66 46.69 15.66 17.02
HDPNL m -65.11 13498  -8559 -141.81  -56.6  -32.11  -74.2 -15.16
HDPNL o 1481 23.57 7.81 12.02 2.63 19.90 2.95 8.79
DPNLN m -75.55 3.99 -144.42 15721  -81.98 -32.95 -62.59  -19.22
DPNLN o 7.50 7.01 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 o 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  -343  -89.25  148.99
NLNEE o  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 o  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 o  10.17 2,61 21.22 10.30 5.77 3.76 11.85 6.55
EEQRN m -6855  -44.77  -90.67 0.77 -121.81 149.16 -54.96  -48.05
EEQRN o 4.07 7.49 2.92 9.53 11.42 12.33 2.18 4.89
EQRNA m -6451  -4205 -102.11  149.49 70.28 29.12  -116.72 -176.78
EQRNA o  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 o 23.6 44.34 3.83 0.75 23.6 44.34 4.59 4.66
RNAKI m  -62.2 -4411  -86.49 13461 -107.07 126.13  -73.8 157.81
RNAKI o 3.48 411 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 o 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  -97.52 515  -122.85 133.66
AKIKS o 7.91 12.62 7.71 6.62 2.81 1.98 7.36 18.04
KIKSI  m -60.22  -4296 -128.02 140.33  -80.09 -21.43 -81.62  -40.62
KIKSI o 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 o 2393 8.09 40.83 13.40 23.93 58.70 25.60 18.73
KSIRD m -103.63  50.18 -69.82 17434  -66.59 -41.57 -55.37  -47.16
KSIRD o 0.65 76.34 13.98 57.9 3.53 5.36 25 3.85
SIRDD m  30.54 106.98 -135.71 117.80  -60.57 -37.61 -106.37  23.48
SIRDD o  33.65 53.85 2.97 5.38 8.67 14.68 0.00 53.85
IRDDC m -90.04 14160 -67.02 -3574 -138.19 167.76 156.10  -44.80

continua na proxima

pagina
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Frag phi psi phi psi phi psi phi psi

IRDDC o 12.17 14.59 10.11 10.32 20.29 241 45.24 91.13

A partir do valor médio e do desvio padréao estimado de cada drug®s; (Tabela 7) € criado

o intervalo de variagédo de cada grupo. Em seguida, a partir do &ngulo central do intervalo, cada
grupo é rotulado em uma das 8 regides conformacionais empregadas no método. Dando sequén-
cia, é realizada a predicdo da estrutura secundaria para a sequéndia{aligura 34). Com

base no consenso entre os resultados obtidos pelos métodos de predicdo da estrutura secundarie
da sequénci&” é construida a conformacéo inicial representada na forma de intervalos.

10 20 30

I I I
FNMQCQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKS TRDDC

DSC cochhhhhhhhhhhooochhhhhhhhhhhooooo
PHD ccchhhhhhhhhhheocoocchhhhchhhhhhoooco
Predator cochhhhhhhhhhoecoooocchhhhhhhhhhhocooco
Consenso cochhhhhhhhhhhoooochhhhhhhhhhhoooo

Figura 34 — Predicdo da estrutura secundaria da sequénci&alagroteina cujo cédigo PDB é 1ZDD.
O consenso representa a estrutura secundaria obtida pela analise simultanea da predicéo realizada pelo
método DSC, PHD e Predator.

A Figura 31B apresenta a estrutura 3D predita da proteina cujo codigo PDB é 1ZDD. Esta
estrutura € obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial representada por inter-
valos de variacdo angular. ApGs construida a conformacao inicial, representada por intervalos,
€ realizada a otimizacéo das regides de volta. Os segmentos de residuos de aminoéacidos, iden-
tificados na predicao da estrutura secundaria como aminoacidos de regides conformacionais de
volta, tém o intervalo de seus angulos 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 otimizacao da regido de volta e a estrutura 3D predita ob-
tida como o resultado final do método de predicdo. A conformacéo final (31D) obtida pelo
método de predicdo € a conformacédo de menor EP encontrada no ultimo passo de execucédo 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 relagao a estrutura experimental, encontrada ao longo
de todo processo de otimizacdo da regido de volta, apresenta RMSD = 4.42A(Figura 31C). A
estrutura 3D de menor energia potencial encontrada no ultimo passo de execucédo do algoritmo
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apresenta um valor de RMSD = 5.00A(Figura 31D). Esta estrutura representa a estrutura 3D
final predita pelo algoritmo.

Através da analise das conformac0des preditas é possivel verificar a discordancia 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 € oca-
sionado por choques estereoquimicos entre atomos da cadeia principal e da cadeia lateral do
polipeptideo. A colocacao incorreta das cadeias laterais provoca esse aumento na energia. Isto,
afeta a forma que o algoritmo procede a reducao do intervalo das regides de volta. Sendo EP
o critério para a escolha das conformacfes que sao utilizadas para decidir a forma de reducéo
do intervalo, entédo as conformacdes com baixa energia potencial e com alto RMSD escolhidas,
podem provocar uma reducao incorreta do intervalo de variacdo angular.

Tabela 8: Valor de energia potenci#{ {al.mol~!) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relacéo a estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD.

Estrutura predita RMSD(A) 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 secundaria, é possivel verificar que a formacéo
da estrutura secundaria das estruturas preditas € semelhante a da estrutura 3D experimental da
17DD (Tabela 9).

Tabela 9: Estrutura secundaria das estruturas 3D preditas da proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD.
(A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD; (B) estrutura 3D predita,
obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial representada por intervalos de
variacao angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execucao
do método de otimizacao da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do
método de predicao.

Estrutura Folha Jé; Hélice « Hélice « 310 Outras Total residuos
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 residuos de aminoacidos das
estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regides similares as ocupadas na estrutura 3D
experimental (A). A porcentagem média de residuos de aminoacidos das estruturas 3D preditas,
gue ocupam as regides mais favoraveis no mapa de Ramachandran, é de aproximadamente 86%.
Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundaria das estruturas 3D preditas estdo
bem formadas (Tabela 10).

A Tabela 11, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposicéo das regides
de estruturas secundarias regulares da estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB
€ 1ZDD e da estrutura 3D final predita (Figura 31D) pelo método desenvolvido. Os valores
obtidos mostram que as estruturas secundarias regulares estdo bem formadas.
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Figura 35 — Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteina
cujo codigo PDB é 1ZDD. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1ZDD; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimizacdo da regido de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predicéo.
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Tabela 10: Analise da localizagéo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D preditas para
a proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) N&o aceitavel (%)

A 87.10 12.90 0.00 0.00
B 83.90 12.90 3.20 0.00
Cc 87.10 9.70 3.20 0.00
D 87.10 12.90 0.00 0.00

Tabela 11: Valor de RMSD dod&Zda estrutura 3D final predita em relacdo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ZDD nas regides de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoéacidos (i) RMSD C a(A)
4 - 14 0.60
20 - 30 0.40

A Figura 36 apresenta a relacdo RM8&susEP das 1.000 conformacdes geradas durante
a execuc¢ao do algoritmo de predi¢do e que apresentam a menor EP. Através de sua andlise, é
possivel verificar que, embora determinada conformacéo possua um valor de RMSD baixo, o
valor de sua energia potencial pode ser alto. Isto, pode ocasionar uma deciséo incorreta durante
a reducao do intervalo.
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Figura 36 — Gréfico de energiersusRMSD. Relacéo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformagdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predigéo para a proteina cujo cédigo PDB é
17DD.
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O algoritmo de otimizag&o das regides de volta alcangcou o seu critério de parada (tamanho
do intervalo) apos gerar 2.900 conformacdes. Por meio da andlise dos resultados obtidos pela
execucdo do meétodo proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados
otimos quando a formacédo da estrutura secundaria. E satisfatérios no que se refere a organiza-
cao das estruturas secundarias regulares no espaco 3D.

5.4 Estudo de caso 2: 1K43

No estudo de caso 2, realizou-se a predicdo da estrutura 3D aproximada da mini proteina
cujo codigo PDB é 1K43 [69], composta por 14 residuos de aminoacidos e conhecida pelo
arranjo de duas estruturas secundarias em forma de félbasectadas por uma volta (codigo
PDB: 1K43 - Figura 37A) [64].
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Figura 37 — Representacao do tiRtbbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteina cujo cédigo PDB é 1K43. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1K43;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relagdo a estrutura experimental, encontrada ao longo da execucédo do
método de predi¢do; (D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizacdo da regiao de volta. As cadeias
laterais foram removidas para facilitar a visualizagao.

A seqUéncia alvd{ =RGKWTYNGITYEGR da proteina foi fragmentada em 10 fragmentos-
alvo s; com tamanhd=5 residuos de aminoacidos (Apéndice A, Tabela 32, coluna 1). Para cada
fragmento alvos;, foi realizada a busca por proteinas-molde no PDB (Apéndice A, Tabela 32,
coluna 3, apresenta o numero de moldes identificados para cada fragment9. &ilioninou-
se as proteinas cujas sequéncias sao idénticas ou muito similares a sequéicidsgproteina
de cddigo PDB igual a 1K43, identificadas por: 1K43, 1J4M. Ap6s obtidos os arquivos pdb das
proteinas-molde do PDB, séo calculados os angulos do aminoacido central de cada fragmento-
molde (Apéndice A, Tabela 32, coluna 2).
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A partir dos estados conformacionais adotados pelos fragmentos moldes (Apéndice A, Ta-
bela 32, coluna 4, 5 e 6), € possivel estimariari a formacéo de duas folhasligadas por
uma volta (Apéndice A, dos residuos de aminoacidos RGKWT até WTYNG e de NGITY até
TYEGR). Nesta classificacdo, o estado conformacional de helfbg compreende os residuos
de aminoéacidos nos estados "A", "a", "L", "lI'e "p", o estado de fgthg@b) compreende os
residuos de aminoacidos em estados "B"e "b"e as regides de volta (c) compreendem os resi-
duos de aminoacidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8 estados descrito na secdo 4.3.6 e
baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentados na se¢ao 4.3.8).

Os angulos de tor¢cédo de cada fragmentesdo agrupados (Apéndice F, Tabela 37). Para
cada grupo de; € calculada a média e o desvio padrao estimado.

A partir do valor médio e do valor de desvio padrao estimado é criado o intervalo de variacao
de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado nos 8 estados
conformacionais. Posteriormente, é predita a estrutura secundaria (ES) da sefu@ngiaa
38). Com base na ES € construida a conformacéo inicial, representada na forma de intervalos.
A Figura 37B apresenta a estrutura 3D obtida a partir do centro do intervalo da conformacéao
inicial representada por intervalos de variagédo angular.
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Figura 38 — Predi¢éo da estrutura secundaria da seqiénci& alagroteina cujo codigo PDB € 1K43.
O consenso representa a estrutura secundaria obtida pela analise simultdnea da predicéo realizada pelo
método GOR3, PHD e SCRATCH.

As regides de volta sdo otimizadas. A Figura 37C apresenta a estrutura 3D com menor
RMSD encontrada durante a otimizacdo das regides de volta. A Figura 37D apresenta a es-
trutura 3D final predita obtida como resultado final do método de predi¢do. A conformagéo
final obtida (Figura 37D) pelo método de predicéo € a conformacdo de menor EP encontrada no
ultimo passo de execucao do algoritmo.

A Tabela 12 mostra o valor de RMSD e de EP das conformacdes preditas. A estrutura 3D
predita de menor RMSD em relacao a estrutura 3D experimental, encontrada ao longo de todo
processo de otimizacdo da regido de volta, apresenta um valor de RMSD = 0.95A(Figura 37C).
A estrutura de menor energia potencial, encontrada no ultimo passo de execuc¢ao do algoritmo,
apresenta um valor de RMSD = 1.28A(Figura 37D). As estruturas 3D preditas da proteina de
codigo PDB igual a 1K43 apresentam valores de RMSD baixos em relacdo a estrutura 3D
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experimental. A organizacdo das estruturas secundarias no espac¢o 3D e sdo bastante similares
a adotada pela estrutura nativa da proteina.

Tabela 12: Valor de energia potencial al.mol~!) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relac&o a estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1K43.

Estrutura predita RMSD(A) 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 regides de estruturas
regulares em forma de folh@snédo estéo suficientemente proximas para a formacao de ligacdes
de hidrogénio. Séo estas ligacdes as responsaveis por formar asfahtgarelas presentes
na estrutura 3D da proteina.

E possivel comprovar a ndo formacéao das ligagdes de hidrogénio a partir da analise das con-
formac0Oes preditas. Apesar, dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D preditas ocuparem
as regides permitidas do mapa de Ramachandran (Figura 39, Tabela 13), as estruturas em folha
(3 nédo estao totalmente formadas (Tabela 15).
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Figura 39 — Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteina
cujo codigo PDB é 1K43. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1K43; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimizacdo da regido de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predicéo.
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Tabela 13: Analise da localizacdo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D das confor-
macdes preditas para a proteina cujo cédigo PDB é 1K43 no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) N&o aceitavel (%)

A 66.70 33.30 0.00 0.00
B 100.00 0.00 0.00 0.00
Cc 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 sobreposicédo das regides
de estruturas secundarias regulares da estrutura 3D experimental e da estrutura 3D final predita
(Figura 37D).

Tabela 14: Valor de RMSD dod&cda estrutura 3D final predita em relacdo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo codigo PDB é 1K43 nas regifes de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoéacidos (i) RMSD C a(A)
3-6 0.90
9 - 12 1.64

De forma similar ao que foi observado no estudo de caso 1, choques estereoquimicos entre
atomos da cadeia lateral e de atomos da cadeia principal causam distor¢cdes no valor de EP de
cada conformacéo, isto, vem a ocasionar situacdes em que conformacdes preditas apresentam
valores de RMSD baixos, porém energia potencial elevada (Figura 40). Desta forma, durante a
execucao do algoritmo de otimizacdo das regifes de volta, podem estar sendo tomadas decistes
incorretas para a reducédo do intervalo.

Tabela 15: Estrutura secundéria das estruturas 3D preditas da proteina cujo codigo PDB é 1K43.
(A) estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1K43; (B) estrutura 3D predita,
obtida a partir do centro do intervalo da conformacéao inicial representada por intervalos de
variagdo angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execugao
do método de otimizacao da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do
método de predicao.

Estrutura Folha Ié; Hélice o Hélice o 310 Outras Total residuos
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 préxima pagina
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Estrutura Folha Ié; Hélice o« Hélice o 310 Outras Total residuos
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
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Figura 40 — Grafico de energiersusRMSD. Relacdo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformacdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predi¢céo para a proteina cujo cédigo PDB é
1K43.

O algoritmo de otimizagéo das regides de volta alcancou o seu critério de parada (tamanho
do intervalo) apés gerar 2.900 conformagdes. Por meio da analise dos resultados obtidos pela
execu¢do do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados
satisfatérios quando a formacéao da estrutura secundaria. E resultados 6timos no que se refere a
organizacao das estruturas secundarias regulares no espaco 3D.

5.5 Estudo de caso 3: 1ROP

No estudo de caso 3, testou-se o0 método desenvolvido na predi¢cdo da estrutura 3D apro-
ximada da proteina cujo codigo PDB é 1ROP [5], composta por 54 residuos de aminoacidos
e conhecida pelo arranjo de duas estruturas secundarias em forma delegivectadas por
uma volta (codigo PDB: 1ROP - Figura 41A).

A sequéncia alva{=FMTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADEQADICESLH
DHADELYRSCLA é fragmentada em 52 fragmentos-atyale tamanhd=>5 residuos de ami-
noécidos (Apéndice B, Tabela 33, coluna 1). Para cada fragmente;afedrealizada a busca
por proteinas-molde no PDB (Apéndice B, Tabela 33, coluna 3, apresenta o nimero de mol-
des identificados para cada fragmento alyjo Eliminou-se as proteinas cujas sequéncias sao
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idénticas ou muito similares a seqiiéncia alvoda proteina de codigo PDB igual a 1ROP,
identificados por: 1ROP, 1B6Q, 1GMG, 1RPR, 2GHY, 1GTO, 1RPO, 1NKD, 1YO7, 1QX8,
1F4M, 1F4N. Apés obtidos os arquivpslbsdo PDB, séo calculados os angulos de tor¢ao do
aminoacido central de cada fragmento-molde (Apéndice B, Tabela 33, coluna 2).
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Figura 41 — Representacao do tiRdbbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteina cujo cédigo PDB é 1ROP. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ROP;
(B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial; (C) estrutura 3D
predita com menor RMSD em relacdo a estrutura experimental, encontrada ao longo da execucéo do
método de predicéo; (D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizac&o da regido de volta. As cadeias
laterais foram removidas para facilitar a visualizacéo.

O Apéndice B, Tabela 33, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde asso-
ciadas a cada um dos trés estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificacdo, o estado
conformacional de hélice (h) compreende os residuos de aminoacidos nos estados "A", "a",
"L", "I"e "p", o estado de folhas (b) compreende os residuos de aminoacidos em estados "B"e
"b"e as regides de volta (c) compreendem os residuos de aminoacidos em estado "c"(seguindo
0 modelo de 8 estados descrito na secao 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos
apresentados na secéao 4.3.8).

Os angulos de torcdo de cada fragmestedo agrupados em 4 grupos. Para cada grupo
de s; é calculada a média e o desvio padrédo estimado. O Apéndice G, Tabela 38 apresenta o
resultado obtido com o0 agrupamento das tuplas-molde de cada fragimento

A partir do valor médio e do valor de desvio padrao estimado de cada grdpoe; é criado
o intervalo de variagdo de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo
é rotulado nos 8 estados conformacionais. Posteriormente, € predita a estrutura secundaria
(ES) da sequéncia-alve (Figura 42). Com base na ES é construida a conformacéo inicial,
representada na forma de intervalos. A Figura 41B apresenta a conformacao obtida a partir do
centro do intervalo da conformacdo inicial representada por intervalos de variagdo angular.
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Figura 42 — Predicao da estrutura secundaria da sequénci&aagroteina cujo codigo PDB é 1ROP.
O consenso representa a estrutura secundaria obtida pela andlise simultanea da predigao realizada pelo
método DSC, HNNC e Predator.

As regides de volta sdo otimizadas. A Figura 41C apresenta a estrutura 3D com menor
RMSD encontrada durante a execucao do algoritmo de otmizacao das regides de volta. A Figura
41D apresenta a estrutura 3D final predita obtida como resultado final do método de predicgéo.

A Tabela 16 apresenta o valor EP e de RMSD das conformacdes preditas. A estrutura
predita com menor RMSD em relacéo a estrutura experimental, encontrada ao longo de todo
processo de otimizacdo da regido de volta, apresenta um valor de RMSD = 6.03A(Figura 41C).
A estrutura de menor energia, encontrada no ultimo passo de execucédo do algoritmo, apresenta
um valor de RMSD = 6.69A(Figura 41D).

Tabela 16: Valor de energia potencial al.mol~!) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relac&o a estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1ROP.

Estrutura predita RMSD(A) EP( Kcal.mol™1t)

B 5.15 32983.35
C 6.03 1276.34
D 6.692 1267.78

Ao analisar a qualidade da estrutura secundaria, é possivel verificar que a formacédo da
estrutura secundaria das estruturas 3D preditas € idéntica a da estrutura 3D experimental da
proteina-alvo (Tabela 17).



101

Tabela 17: Estrutura secundaria das estruturas 3D preditas da proteina cujo codigo PDB € 1ROP.
(A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ROP; (B) estrutura 3D predita,
obtida a partir do centro do intervalo da conformacéao inicial representada por intervalos de
variacao angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execucao
do método de otimizacao da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do
método de predicao.

Estrutura Folha Ié; Hélice o  Hélice o 310 Outras Total residuos
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 relacao #*susRMSD das 1.000 conformacdes geradas, durante
a execucao do algoritmo, que apresentam a menor EP. De forma semelhante, aos resultados ob-
tidos nos estudos de caso anteriores € possivel verificar que, embora determinada conformacéo
predita possua um valor de RMSD baixo, o valor de sua energia potencial pode ser alta.
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Figura 43 — Grafico de energiersusRMSD. Relagdo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformacdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predicdo para a proteina cujo cédigo PDB é
1ROP.

A Tabela 18, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposicéo das regides de
estruturas secundarias regulares da estrutura 3D experimental e da estruturas 3D final predita
(Figura 41D). Os valores encontrados demonstram que as estruturas secundarias preditas estao
bastante similares com as da estrutura 3D experimental da proteina-alvo.
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Tabela 18: Valor de RMSD dodcda estrutura 3D final predita em relagéo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo cédigo PDB é 1ROP nas regifes de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoéacidos (i) RMSD C a(A)
3 - 28 0.90
32 - 54 0.80

Os mapas de Ramachandran da Figura 44 (A, B, C e D) demonstram que os residuos de
aminodcidos das estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regifes similares as ocu-
padas na estrutura 3D experimental da proteina-alvo. A porcentagem média de residuos de
aminoacidos das estruturas 3D preditas, que ocupam as regides mais favoraveis no mapa de Ra-
machandran, é de aproximadamente 94,40%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura
secundaria das estruturas 3D preditas estdo bem formadas (Tabela 19).
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Figura 44 — Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteina
cujo codigo PDB é 1ROP. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cddigo PDB é 1ROP; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimizag&o da regido de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predicéo.
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Tabela 19: Analise da localizacdo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D das confor-
macdes preditas para a proteina cujo cédigo PDB é 1ROP no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) N&o aceitavel (%)

A 98.10 1.90 0.00 0.00
B 94.40 5.60 0.00 0.00
Cc 94.40 3.70 1.90 0.00
D 94.40 3.70 1.90 0.00

Ao longo de toda a execucao do algoritmo de otimizac&o das regides de volta foram geradas
2.300 conformacdes (momento em que atinge o critério de parada). Por meio da andlise dos
resultados obtidos pela execu¢do do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas
apresentam resultados 6timos quando a organizacao das estruturas secundarias no espaco 3D ¢
resultados étimos no que se refere a formacédo das estruturas secundarias regulares.

5.6 Estudo de caso 4: 1GB1

No estudo de caso 4, realizou-se a predi¢cdo da estrutura 3D aproximada da proteina cujo
codigo PDB é 1GB1 [32], composta por 56 residuos de aminoacidos e pertencente a classe das
proteinasy/( [64] (cédigo PDB: 1GBL1 - Figura 45A).
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O \_ C-terminal :" {
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¢

Figura 45 — Representagéo do tipibbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas

da proteina cujo codigo PDB é 1GB1. (A) estrututura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB
€ 1GB1; (B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacdo inicial; (C)
estrutura 3D predita com menor RMSD em relacédo a estrutura experimental, encontrada ao longo da
execucdo do método de predicdo; (D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizacéo da regido de volta.
As cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualizacao.

N-terminal
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A sequéncia alvd{=MTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDG-
EWTYDDATKTFTVTE foi fragmentada em 54 fragmentos-alvpde tamanhd=5 residuos
de aminoacidos (Apéndice C, Tabela 34, coluna 1). Para cada fragmentas-&voealizada
a busca por proteinas-molde no PDB (Apéndice C, Tabela 34, coluna 3, apresenta o numero de
moldes identificados para cada fragmento alyo Eliminou-se as proteinas cujas seqiéncias
sao idénticas ou muito similares a sequéncia &vda proteina-alvo, identificados por: 1GB1
2GB1, 1PGA, 1PGB, 3GB1, 1GB4, 2IGG, 1QKZ, 1PGX, 1UWX, 2PLP, 1FD6, 1Q10, 1IMPE,
1MVK, 1FCC, 1P7E, 1P7F, 20ED, 1FCL, 2IGH, 1IGD, 1IGC, 2IGD, 2NMQ, 1EM7, 1IMHX,
1MIO, 212Y, 2138, 1PN5, 11BX, 2CWB, 2DEN, 2GI9.

Obtidos os arquivopdbsdo PDB, sao calculados os angulos de torcao do aminoacido cen-
tral dos fragmentos-molde (Apéndice C, Tabela 34, coluna 2). Os angulos de torcéo de cada
fragmentos; sdo agrupados (Apéndice H, Tabela 39). Os intervalos sédo construidos. A partir
da predicéo da estrutura secundaria (Figura 46) é construida a conformacao representada por
intervalos de angulos de tor¢céo. A Figura 45B apresenta a estrutura predita a partir do meio do
intervalo da conformacao inicial representada por intervalos.

10 20 20 40 50
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MTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAAT AEKYFKQYANDNGYDGEWT YDDATKTFTV¥TE

MLEC o] cocoooccchhhhhhhhhhhhhhhhocooooooo Ialelels! e
Consenso o] cocoooccchhhhhhhhhhhhhhhhocooooooo Ialelels! e

Figura 46 — Predicdo da estrutura secundaria da sequénci&-alagroteina cujo cédigo PDB é 1GBL1.
O método MLRC utiliza os métodos GOR4, SIMPA96 e SOPMA para fazer a predicdo da estrutura
secundaria. O consenso representa a estrutura secundaria predita pelo método MLRC.

As regides de volta sdo otimizadas. A Figura 45C apresenta a estrutura com menor RMSD
encontrada durante a execuc¢ao do algoritmo de otimizacao 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 conformacdes preditas. A estrutura predita com menor RMSD em
relacdo a estrutura experimental, encontrada ao longo de todo processo de otimizacao da regido
de volta, apresenta RMSD = 9.25 (Figura 45C). A estrutura de menor energia encontrada no
tltimo passo de execucdo apresenta um valor de RMSD = 11.18A (Figura 45D).

Analisando as conformac6es preditas, demonstradas na Figura 45, é possivel verificar que a
estrutura secundaria em forma de héticestd bem formadas. Porém, as estruturas secundarias
em forma de folhag ndo estdo formadas, apesar de os aminoacidos das estruturas preditas es-
tarem em posi¢Bes semelhantes as da estrutura experimental no mapa de Ramachandran (Figura
47 e Tabela 21).
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Tabela 20: Valor de energia potencial al.mol~!) estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relac&o a estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1GB1.

Estrutura predita RMSD(A) EP( Kcal.mol™1)
B 12.31 13480000000000.00
C 9.25 684400000000.00
D 11.18 201026141.36
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Figura 47 — Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteina
cujo codigo PDB é 1GB1. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1GB1; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimizac&o da regido de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predicéo.
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Tabela 21: Analise da localizacdo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D das confor-
macdes preditas para a proteina cujo cédigo PDB é 1GB1 no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) N&o aceitavel (%)

A 84.00 16.00 0.00 0.00
B 68.00 24.00 0.00 8.00
Cc 68.00 24.00 4.00 6.00
D 66.00 24.00 2.00 8.00

A Tabela 22 descreve a formacao das estruturas secundarias. Conforme pode ser obser-
vado, as estruturas secundarias em forma de félh&o foram obtidas pela ndo formacao de
ligacdes de hidrogénio. No entando a estrutura secundaria em forma deché$iteformada
adequadamente.

A Figura 48 apresenta a relacdo E€&¥susRMSD das 1.000 conformacdes geradas, du-
rante a execucdo do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosédo da EP
desencadeou uma série de perturbacdes na forma de reducédo dos intervalos de variagéo angular.
Fazendo com que, as regides de residuos de aminodacidos referentes &)foliagpuderam
estar proximas o suficiente para formar ligacées de hidrogénio. Estas ligacdes sao necessarias
para a estabilizacdo e formacé&o das estruturas regulares em forma de folha

A Tabela 23, apresenta os valores de RMSD obtidos a partir da sobreposicéo das regides
de estruturas secundarias regulares da estrutura 3D experimental e da estrutura 3D final predita
(Figura 45D). A partir dos resultados obtidos, é possivel verificar que as regides estdo bastante
similares, exceto na regiao formada pelo intervalo 18-33 onde se observa um valor de RMSD =
4.77A.

Tabela 22: Estrutura secundaria das estruturas 3D preditas da proteina cujo cédigo PDB é 1GB1.
(A) estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1GB1; (B) estrutura 3D predita,
obtida a partir do centro do intervalo da conformacéao inicial representada por intervalos de
variacao angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da execucao
do método de otimizacao da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado final do
método de predicgéo.

Estrutura Folha Ié; Hélice « Hélice o 310 Outras Total residuos
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
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Figura 48 — Grafico de energiersusRMSD. Relagéo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformacdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predicdo para a proteina cujo cédigo PDB é
1GB1.

Tabela 23: Valor de RMSD dod&cda estrutura 3D final predita em relagéo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo codigo PDB é 1GB1 nas regifes de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoé&cidos (i) RMSD C a(R)
3-8 0.22
18 - 33 4.77
42 - 45 0.20
50 - 54 1.06

O algoritmo de otimizagéo das regides de volta alcangou o seu critério de parada (tamanho
do intervalo) apds gerar 4.600 conformagdes. Por meio da analise dos resultados obtidos pela
execucdo do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam resultados
regulares quanto a organizacdo das estruturas secundarias no espaco 3D e resultados satisfa-
térios no que se refere a formacao das estruturas secundarias do tipanhéliseestruturas
secundarias em forma de foll#ando foram formadas devido a ndo formacgéo de ligacfes de
hidrogénio entre regides proximas da cadeia polipeptidica.
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5.7 Estudo de caso 5: 1GBA

No estudo de caso 5, realizou-se a predicdo da estrutura 3D aproximada da proteina cujo
codigo PDB é 1GAB [55], composta por 53 residuos de aminoacidos (cédigo PDB: 1GAB -
Figura 37A).

C-terminal

A i C-terminal B D

N-terminal C-terminal
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Figura 49 — Representacao do tiptbbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas

da proteina cujo codigo PDB é 1GAB. (A) estrututura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB

€ 1GAB; (B) estrutura 3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacao inicial; (C)
estrutura 3D predita com menor RMSD em relagcédo a estrutura experimental, encontrada ao longo da
execucdo do método de predicdo; (D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizacéo da regido de volta.
As cadeias laterais foram removidas para facilitar a visualizac&o.

A sequéncia alvd{=TIDQWLLKNAKEDAIAELKKAGITSDFYFNAINKAKTVEEVNA
LKNEILKAHA é fragmentada em 49 fragmentos-alypde tamanhd=>5 residuos de aminoa-
cidos (Apéndice D, Tabela 35, coluna 1). Para cada fragmentaalia realizada a busca por
proteinas-molde no PDB. O Apéndice D, Tabela 35, coluna 3 apresenta o nimero de moldes
identificados para cada fragmento molde. Eliminou-se as proteinas cujas seqtiéncias sao idénti-
cas ou muito similares a seqiiéncia alvpidentificadas por: 1GAB, 2J5Y, 1GSJ, 1F6G, 1FFK,
1JQ1, 1LRP, 1MI6, 1ML5, 1PNU, 1POS, 1PQV, 1XI4, 20CW, 4CRO.

Apbs obter os arquivos pdbs do PDB sao calculados os angulos de tor¢do do aminoacido
central de cada fragmento-molde (Apéndice D, Tabela 35, coluna 3). O Apéndice D, Tabela
35, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde associadas a cada um dos trés
estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificagédo, o estado conformacional de hélice
(h) compreende os residuos de aminoacidos nos estados "A", "a", "L", "I'e "p", o estado de
folha 5 (b) compreende os residuos de aminoacidos em estados "B"e "b"e as regides de volta
(c) compreendem os residuos de aminoacidos em estado "c"(seguindo o modelo de 8 estados
descrito na secéo 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupos apresentados na seca
4.3.8).
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Os angulos de torgéo de cada fragmenteéo agrupados (Apéndice |, Tabela 40). A partir
do valor médio e do valor de desvio padréo estimado de cada grules; € criado o intervalo
de variacao de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado
em um dos 8 estados conformacionais. A estrutura secundaria € predita para a sequéncia-
alvo K (Figura 50). A partir do resultado da predicdo da estrutura secundaria é construida a
conformacao inicial representada na forma de intervalos. A Figura 49B apresenta a estrutura
3D obtida a partir do centro do intervalo da conformacao inicial representada por intervalos de
variacao angular.
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Figura 50 — Predicao da estrutura secundéria da sequénci& alagroteina cujo coédigo PDB é 1GAB.
O consenso representa a estrutura secundaria obtida pela analise simultadnea da predicéo realizada pelo
método MLRC, PHD e Predator.

As regifes de volta sdo otimizadas. A Figura 49C apresenta a estrutura 3D com menor
RMSD encontrada durante a execucéo do algoritmo de otimizacéo das regides de volta. A Fi-
gura 49D apresenta a estrutura 3D final predita pelo método de predi¢do. A Tabela 24 apresenta
o valor de EP e de RMSD das conformacdes preditas. A estrutura 3D com menor RMSD, em
relacdo a estrutura 3D experimental, encontrada ao longo de todo o processo de otimizacéo das
regides de volta possui um valor de RMSD = 9.56A. A estrutura final predita pelo algoritmo
apresenta um valor de RMSD = 11.91 (Figura 49D).

Tabela 24: Valor de energia potencial {al.mol ') estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relacéo a estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1GAB.

Estrutura predita RMSD(A) EP( Kcal.mol™t)
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 residuos de
aminoéacidos das estruturas 3D preditas se encontram em regides similares as ocupadas na es-
trutura 3D experimental. A porcentagem meédia de residuos de aminoacidos das estruturas 3D
preditas, que ocupam as regides mais favoraveis no mapa de Ramachandran, € de aproximada-
mente 78,53%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundaria das estruturas 3D
preditas estdo bem formadas (Tabela 25).
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Figura 51 — Mapa de Ramachandran da estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da proteina
cujo codigo PDB é 1GAB. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1GAB; (B)
estrutura 3D predita, obtida a partir do meio do intervalo; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD
encontrada durante a otimizagdo da regido de volta; (D) estrutura 3D predita representando o a estrutura
final obtida pelo método de predicéo.

A Tabela 26 descreve a formacgéo das estruturas secundéarias. Conforme pode ser observado,
as estruturas secundarias em forma de héliestdo bem formadas.
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Tabela 25: Analise da localizacdo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D das confor-
macdes preditas para a proteina 1GAB no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) N&o aceitavel (%)

A 80.00 18.00 2.00 0.00
B 78.00 12.00 8.00 2.00
Cc 78.00 10.00 10.00 2.00
D 79.60 10.20 6.10 4.10

Tabela 26: Estrutura secundaria das estruturas 3D preditas da proteina cujo codigo PDB é
1GAB. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB € 1GAB; (B) estrutura
3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformagéo inicial representada por in-
tervalos de variacao angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da
execucao do método de otimizacéo da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado
final do método de predicao.

Estrutura Folha Ié; Hélice « Hélice « 310 Outras Total residuos
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 sobreposicédo das regides
de estruturas secundarias regulares da estruturas 3D experimental e da estrutura 3D final pre-
dita (Figura 49 D) pelo algoritmo de predicdo. Os valores obtidos mostram que as estruturas
secundarias regulares estdo bem formadas, especialmente na regido 27 - 33 e na regido 37 - 52.

Tabela 27: Valor de RMSD dodZda estrutura 3D final predita em relacdo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo cédigo PDB é 1GAB nas regifes de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoécidos (i-j) RMSD C a(R)
4 - 20 3.15
27 - 33 0.36

37 - 52 1.05
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A Figura 56 apresenta a relacao #*susRMSD das 1.000 conformacdes geradas, durante
a execucdo do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosdo da EP pode
ter desencadeado uma série de perturbacdes na forma de reducéo dos intervalos de variagcéo
angular, fazendo com que a reducao do intervalo fosse afetada.
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Figura 52 — Grafico de energiersusRMSD. Relacdo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformacdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predi¢éo para a proteina cujo cédigo PDB é
1GAB.

Ao longo da execucao do algoritmo de otimizac&o das regides de volta foram geradas 3.800
conformacdes (momento em que atinge o critério de parada). Por meio da andlise dos resul-
tados obtidos pela execugcdo do método de predigcéao verifica-se que as estruturas 3D preditas
apresentam resultados regulares quando a organizagéo das estruturas secundarias no espaco 3l
e resultados 6timos no que se refere a formacao das estruturas secundarias regulares em forma
de folhag.

5.8 Estudo de caso 6: 1UTG

No estudo de caso 6, testou-se o método desenvolvido na predi¢do da estrutura 3D aproxi-
mada da proteina 1UTG [61], composta por 70 residuos de aminoéacidos (codigo PDB: 1UTG -
Figura 53 A).

A sequéncia alvd{=GICPRFAHVIENLLLGTPSSYETSLKEFEPDDTMKDAGMQMKK
VLDSLPQTTRENIMKLTEKIVKSPLCM foi fragmentada em 66 fragmentes( Apéndice E,

Tabela 36, coluna 1). Para cada fragmento a)yvtoi realizada a busca por proteinas moldes no
PDB (Apéndice E, Tabela 36, coluna 3, apresenta o nimero de moldes identificados para cada
fragmento alvos;). Eliminou-se os arquivopdbsque possuem sequéncias idénticas ou muito
similares a sequéncia alvo da proteina 1UTG, identificados por: 1UTG, 2UTG e 1UTR.
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Figura 53 — Representacao do tiRdbbonda estrutura 3D experimental e das estruturas 3D preditas da
proteina 1UTG. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1UTG; (B) estrutura 3D
predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacao inicial; (C) estrutura 3D predita com menor
RMSD em relacao a estrutura experimental, encontrada ao longo da execucdo do método de predicao;
(D) estrutura 3D predita obtida apds a otimizag&o da regido de volta. As cadeias laterais foram removidas
para facilitar a visualizacéo.

Os angulos de torcéo das proteinas-molde séo calculados (Apéndice E, Tabela 36, coluna
2). O Apéndice E, Tabela 36, coluna 4, 5 e 6 apresenta a porcentagem das tuplas-molde asso-
ciadas a cada um dos trés estados conformacionais (h, b ou c). Nesta classificacdo, o estado
conformacional de hélice (h) compreende os residuos de aminoacidos nos estados "A", "a",
"L", "I"e "p", o estado de folhas (b) compreende os residuos de aminoacidos em estados "B"e
"b"e as regides de volta (c) compreendem os residuos de aminoacidos em estado "c"(seguindo
0 modelo de 8 estados descrito na secéo 4.3.6 e baseando-se no modelo para escolha dos grupo:s
apresentados na secéo 4.3.8).

Os angulos de torgdo de cada fragmentséo agrupados (Apéndice J, Tabela 41). A partir
do valor médio e do valor de desvio padréo estimado de cada gruales; € criado o intervalo
de variacao de cada grupo. Em seguida, a partir do centro do intervalo, cada grupo é rotulado
em um dos 8 estados conformacionais.

A partir da predicéo da estrutura secundaria (Figura 54) € construida a conformacéo repre-



114

sentada por intervalos de angulos de torgéo. A Figura 53B apresenta a estrutura predita a partir
do meio do intervalo da conformacao inicial representada por intervalos.
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Figura 54 — Predicdo da estrutura secundaria para a sequénci& ateoproteina 1UTG (PDB ID:
1UTG).

As regifes de volta sdo otimizadas. A Figura 53C apresenta a estrutura 3D com menor
RMSD encontrada durante a execucéo do algoritmo de otimizacéo das regides de volta. A Fi-
gura 53D apresenta a estrutura 3D final predita pelo método de predi¢do. A Tabela 28 apresenta
o valor de EP e de RMSD das conformacgdes preditas.

Tabela 28: Valor de energia potencial dal.mol ') estruturas 3D preditas e o valor de RMSD
(A) do C, em relacéo a estrutura 3D experimental da proteina cujo codigo PDB é 1UTG.

Estrutura predita RMSD(A) EP( Kecal.mol™1)
B 26.23 4656.80
C 23.53 4469.70
D 23.90 4510.10

A Tabela 29 descreve a formacéo das estruturas secundarias. Conforme pode ser observado,
as estruturas secundarias em forma de héliestdo bem formadas.
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Tabela 29: Estrutura secundaria das estruturas 3D preditas da proteina cujo codigo PDB é
1UTG. (A) estrutura 3D experimental da proteina cujo cédigo PDB é 1UTG; (B) estrutura
3D predita, obtida a partir do centro do intervalo da conformacéo inicial representada por in-
tervalos de variacéo angular; (C) estrutura 3D predita de menor RMSD encontrada ao longo da
execucdo do método de otimizagéo da regido de volta; (D) estrutura 3D predita como resultado
final do método de predicao.

Estrutura Folha Ié; Heélice o Hélice o 310 Outras Total residuos
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 sobreposicéo das regides de
estruturas secundarias regulares da estruturas 3D experimental e da estrutura 3D predita (Figura
53 D). Os valores obtidos mostram que as estruturas secundarias regulares estao bem formadas.

Tabela 30: Valor de RMSD dodZda estrutura 3D final predita em relacdo a estrutura 3D expe-
rimental da proteina cujo cédigo PDB é 1UTG nas regifes de estruturas secundarias regulares.

Intervalo de aminoé&cidos (i-) RMSD C a(R)
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 residuos de aminoacidos das
estruturas 3D (B, C e D) preditas se encontram em regides similares as ocupadas na estrutura 3D
experimental (A). A porcentagem média de residuos de aminoacidos das estruturas 3D preditas,
gue ocupam as regibes mais favoraveis no mapa de Ramachandran, é de aproximadamente
81,66%. Claramente, este valor, demonstra que a estrutura secundaria das estruturas 3D preditas
estdo bem formadas (Tabela 31).
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Figura 55 — Mapas de Ramachandran da estrutura experimental e das estruturas preditas da proteina
1UTG. (A) 1UTG experimental; (B) LUTG predita obtida a partir do meio do intervalo.

Tabela 31: Analise da localizacdo dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D das confor-
macdes preditas para a proteina cujo codigo PDB € 1UTG no mapa de Ramachandran.

Estrutura  Mais favoravel (%) Favoravel (%) Aceitavel (%) Na&o aceitavel (%)
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 relacao ¥#*susRMSD das 1.000 conformacdes geradas, durante
a execucao do algoritmo, que apresentam a menor EP. Novamente, a explosdo da EP pode
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ter desencadeado uma série de perturbagdes na forma de redugéo dos intervalos de variagcdo
angular, fazendo com que a reducao do intervalo fosse afetada.
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Figura 56 — Grafico de energiersusRMSD. Relagéo entre a energia potencial e RMSD das 1.000
conformacdes com menor RMSD geradas pelo algoritmo de predicdo para a proteina cujo cédigo PDB é
1UTG.

Nete estudo de caso foram geradas 4.000 conformag@es. Por meio da anélise dos resultados
obtidos pela execucao do método proposto verifica-se que as estruturas 3D preditas apresentam
resultados ndo satisfatorios quanto a organizacdo das estruturas secundarias no espaco 3D e
resultados satisfatdrios no que se refere a formacao das estruturas secundarias do tipo hélice

5.9 Tempo de processamento

Apés obter as proteinas-modelo do PDB, as conformacdes iniciais representadas por inter-
valos de variacdo angular de cada proteina-alvo foram construidas em poucos minutos (menos
de 5 minutos). A etapa de reducédo do intervalo buscando a otimizacdo das regides de volta
foram as que demandaram maior rempo de processamento. Paras as proteinas com uma unica
estrutura irregular (Cédigo PDB: 1ZDD, 1ROP, 1K43) foram necessarias de 24 a 48 horas para
gue o algoritmo de predicdo atingisse o critério de parada. Para as proteinas com mais regides
de volta esse tempo de processamento aumenta, para as proteinas cujo codigo PDB é 1GB1,
1GAB e 1UTG foram necessarias de 48 a 96 horas para que o algoritmo atingisse o critério de
parada.



118

5.10 Resumo do capitulo

Neste capitulo foram apresentados os testes realizados com o método de predicdo desen-
volvido. Foi também realizada a analise da qualidade das conformagdes que foram preditas.
No préximo capitulo séo feitas as consideragdes finais do trabalho realizado juntamente com a
avaliacdo geral dos resultados obtidos com o método de predicéo.



119

6 Consideracdes finais

A predicdo da estrutura 3D de uma proteina é atualmente um dos maiores problemas da
Bioinformética Estrutural. O principal desafio € compreender como a informacao codificada na
sequéncia linear de aminoacidos (estrutura primaria) traduz-se na estrutura 3D (estrutura tercia-
ria) de uma proteina, e a partir deste conhecimento, desenvolver metodologias computacionais
gue possam predizer, de forma correta, a estrutura nativa e funcional da proteina. Ao longo dos
anos, muitas metodologias e algoritmos foram propostos buscando resolver este problema com-
plexo. Métodos baseados em conhecimento e métmllasitio foram propostos. No entanto,
limitagBes impostas pelo tamanho do espaco de busca conformaebnaltio e de novg e
pela impossibilidade de obtencéo de novas formas de enovelamento (Modelagem comparativa
por homologia e via alinhavamento) ainda impedem que o problema da predicao tenha uma
solucéo.

Nesta dissertacao foi apresentado um novo método para a predicdo computacional da es-
trutura 3D aproximada de polipeptideos. O método proposto agrega principios dos métodos de
predicdode novoe de modelagem comparativa por homologia, beneficiando-se da capacidade
de predicdo de novas formas de enovelamento e da alta acuracia nas predi¢des, respectivamente.
A construcéo de intervalos de variacao angular para representar as torcées dos angulos diedros
(¢ e v) de todos os residuos de aminoacidos da cadeia principal do polipeptideo-alvo, reduz
drasticamente o espaco de busca conformacional. Este problema esta presente nos métodos
puramenteab initio e em grande parte dos métodies novo Ao criar um intervalo fechado
de variacdo para cada angulo diedro de um residuo de aminoacido de um polipeptideo-alvo
limita-se os possiveis estados conformacionais que este residuo de aminoacido pode assumir.
O agrupamento das tuplas de angulos de torcédo de proteinas-molde permite identificar a regido
no mapa de Ramachandran onde estas estdo mais concentradas. A partir desta informacéo,
€ possivel estimar a conformacdo que o polipeptideo-alvo estara assumindo. A predicao da
estrutura secundaria permite a escolha correta dos intervalos de angulos de tor¢éo que represen-
tardo as tor¢des de cada residuo de aminoacido. Com isto, é possivel construir a conformacao
representada por intervalos de variagdo angular.

Nos métodosle nove um dos principais problemas é atuar na combinacao adequada dos
fragmentos. No método desenvolvido este problema nédo existe devido a forma em que a infor-
macao das proteinas-molde € obtida e a forma que a conformacéo da proteina-alvo é construida.
Esta forma de construgdo € que possibilita que novas formas de enovelamento sejam preditas.

Ao analisar os resultados obtidos, com 0 método de predi¢cdo desenvolvido, € possivel veri-
ficar que em termos de formacéo das estruturas secundarias regulares em forma de délice
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método apresenta resultados bastante satisfatorios. A formacdo defodrasalguns casos,

nao ocorreram pela ndo formacgéao de ligacGes de hidrogénio. No entanto, ao comparar a loca-
lizac&o dos residuos de aminoacidos das estruturas 3D preditas e da estrutura 3D experimental
no mapa de Ramachandran € possivel verificar que as estruturas obtidas ocupam regides muito
proximas as ocupadas pela estrutura 3D experimental. Isto mostra, que as estruturas na forma
de folhass somente ndo foram formadas, em alguns casos, devido a sua organizacdo inade-
guada no espaco 3D. Esta desorganizacdo ocorreu por problemas na modelagem das regides
de volta. Por serem estruturas irregulares, as regides de voltas sdo as mais dificeis de serem
preditas. Mesmo seguindo o conjunto de regras criado, o algoritmo de predicdo, para alguns
casos, ndo obteve resultados satisfatorios na modelagem das regifes de volta.

Um dos possiveis problemas enfrentados durante a reducao do intervalo nas regides de volta
séo os choques estériogupimicos entre atomos da cadeia lateral do polipeptideo. Conforme ob-
servado durante a execuc¢ao do algoritmo de reducdo do intervalo das regides de volta, este
problema veio a provocar tomadas de decisdes incorretas para determinar a forma de reducao
do intervalo. Este problema apresentou-se como um empecilho para que qualidade das predi-
¢cOes realizadas pelo método nao fossem melhores. Entretanto ao comparar os resultados obtidos
pelo algoritmo de predicdo com os resultados do CASP VI verifica-se que os melhores métodos
de predicaale novoapresentam valores de RMSD variando entre 4.00A e 6.00A na predicéo
de proteinas com até 200 residuos de aminoacidos [63], 0 que € um valor compativel com as
predicdes realizadas pelo método desenvolvido. Na versdo do CASP VIl (2006), o método
ROSETTA, para proteinas de até 200 residuos de aminoacidos, obteve-se resultados de RMSD
entre o G, da estrutura predita e da estrutura experimental, na faixa de 1.40 Aa 5.10 A(Figura 5
- Examples of successful free modelling predictiensontrada em [19]). Experimentos reali-
zados por Cutellet. al[18] na predicao da estrutura 3D da proteina 1ZDD e 1ROP obtiveram
estruturas com variacdo de 2.00A & 6.00A, o que s&o valores de RMSD compativeis com os
valores encontrados nas predic¢des realizadas pelo método desenvolvido.

Um outro ponto a ser destacado é o tempo de processamento demandado pelo método de
predicdo desenvolvido e o tempo gasto pelos métodos de predicao 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, 0 que possi-
bilitou que as predi¢cdes de estruturas 3D de cada proteina testada fossem feitas em aproxima-
damente 500.000 horas de processamento [19]. O algoritmo de predicdo desenvolvido por sua
vez, obteve resultados satisfatérios em um espaco de tempo muito inferior aos descritos acima
para proteinas de similar nimero de residuos de aminoacidos. A necessidade de uma plataforma
computacional de baixo custo é outro ponto positivo no método de predicéo desenvolvido. En-
guanto os demais métodos de predicao utilizam plataformas de alto desempenho e de elevado
custo, os testes desenvolvidos com o método de predicdo desenvolvido foram realizados com
sucesso utilizando apenas um computador do tipo PC.
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Apesar dos chogues estereoquimicos entre os atomos afetarem a qualidade das estruturas
3D preditas, estas ainda se apresentam como um bom ponto de partida para refinamentos por
métodos de mecanica molecular. Uma estratégia de refinamento das estruturas 3D aproximadas
preditas pelo método desenvolvido poderia em pouco espac¢o de tempo, aumentar a qualidade
das predicGes. Além disto, estas estruturas servindo como ponto de partida para métodos pu-
ramenteab initio, podem inferir numa reducéo drastica do espaco de busca conformacional, o
gual, € um grande problema nestes métodos de predic¢éo.

O método de predicao desenvolvido consegue gerar em um curto espaco de tempo estruturas
3D aproximadas da estrutura 3D experimental. Atualmente, ndo existe nenhuma metodologia
computacional que consiga predizer estruturas 3D exatas as estruturas 3D experimentais. Desta
forma, considera-se que método desenvolvido tem uma boa acuracia em comparacdo com 0s
atuais meétodos, sendo ainda uma das caracteristicas positivas o fato de consumir pouco tempo
para realizar as predicoes.

6.1 Principais contribuicdes

As principais contribuicdes do presente trabalho foram:

O desenvolvimento de um novo método para predigésilico da estrutura 3D aproxi-
mada de polipeptideos;

A identificagdo de formas para obtencao e utilizacdo de informacdes de estruturais 3D
experimentais de proteinas;

A identificacao de estratégias para reducédo do espaco conformacionail, através da cons-
trucdo de conformacdes aproximadas de polipeptideos;

O desenvolvimento de formas de representacdo da estrutura 3D de um polipeptideo na
forma de intervalos de variagdo angular;

O desenvolvimento de uma estratégia para reducdo dos intervalos de variacdo angular
objetivando a otimizac&o das regides de volta da estrutura inicial predita.

A publicacdo de dois artigos cientificos em eventos:

— Artigo 1:
Titulo: CReF: A central-residue-fragment-based method for predicting approximate
3-D polypeptides structures.
Publicagédo emProceedings of the 23th ACM SAC 2008, Annual ACM Symposium
on Applied Computing.
Ano: 2007 (aceitacdo), 2008 (publicacéo).
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Tipo: artigo completo.

Qualificagdo CAPESCongresso Internacional A (CIA) para a area da computacao.
Citagdo: 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:
Titulo: A fragment-based clustering method for predicting approximate 3-D poly-
peptide structures?ublicacdo emProceedings of the 3rd Conference of the Brazi-
lian Association for Bioinformatics and Computational Biology (X meeting 2007).
Ano: 2007 (aceitacdo), 2007 (publicacao).
Tipo: resumo extendido.
Qualificagdo CAPESnao consta no Qualis da CAPES.
Citacdo: DORN, M. ; SOUZA, O. Norberto . A fragment-based clustering method
for predicting approximate 3-D polypeptide structures. In: Proceedings of the 3rd
Conference of the Brazilian Association for Bioinformatics and Computational Bi-
ology (X meeting), 2007, Sao Paulo. , 2007.

6.2 Trabalhos futuros

Os trabalhos futuros decorrentes desta dissertacao estao focados:

e Na andlise de estratégias para amenizar o problema do aumento da energia potencial,
decorrente do choque entre atomos, buscando aumentar a acuracia das predicdes. A reso-
lugéo deste problema pode fazer com que o algoritmo de otimizag&o das regides de volta
consiga proceder de forma correta a reducao dos intervalos, e com isto possa melhorar a
gualidade das predicdes;

e No desenvolvimento de novas estratégias para modelar as regides de estruturas irregula-
res. Novos critérios para escolha dos grupos que representam os residuos de aminoacidos
das regides de estruturas irregulares considerando a acessibilidade de solvente e 0 empa-
cotamento das estruturas regulares podem ser considerados. Com isto, poderia haver uma
melhora na modelagem das regides de volta,

e No estudo do desenvolvimento de novos algoritmos de clusterizagéo e formas de trata-
mento das informacdes obtidas de proteinas-molde;

e 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 dinamica molecular.
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APENDICE A — Dupletos moldes da proteina 1K43

Tabela 32: Classificacao dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a 1K43 nos trés estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Residuo central N ° de moldes Heélice a(%) Folha B(%) 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 | 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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APENDICE B — Dupletos moldes da proteina 1ROP

Tabela 33: Classificacao dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a 1ROP nos trés estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Residuo central N ° de moldes Heélice a(%) Folha [(%) Volta(%)

MTKQE K 58 50.00 4483 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 | 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 95.83 417 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 4561 54.39 0.00
QADIC D 65 92.31 6.15 1.54
ADICE [ 35 100.00 0.00 0.00
DICES c 28 78.57 21.43 0.00
ICESL E 48 95.83 417 0.00
CESLH s 17 100.00 0.00 0.00
ESLHD L 38 100.00 0.00 0.00
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Fragmento Residuo central N ° de moldes Hélice a(%) Folha ((%) 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




APENDICE C - Dupletos moldes da proteina 1GB1

Tabela 34: Classificacao dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a 1GB1 nos trés estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Residuo central N ° de moldes Heélice a(%) Folha [(%) Volta(%)
MTYKL Y 16 50.00 31.25 18.75
TYKLI K 37 0.00 100.00 0.00
YKLIL 18 22.22 77.78 0.00
KLILN | 12 33.33 66.67 0.00
LILNG 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 \% 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 \% 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 \Y 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

continua na proxima pagina
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Fragmento Residuo central N ° de moldes Hélice a(%) Folha ((%) Volta(%)

DGEWT E 16 6.25 93.75 0.00
GEWTY 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 \Y 18 33.33 66.67 0.00
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APENDICE D — Dupletos moldes da proteina 1GAB

Tabela 35: Classificacao dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a 1GAB nos trés estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Residuo central N ° de moldes Heélice a(%) Folha [(%) 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 | 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
YENAI N 16 93.75 6.25 0.00
FNAIN A 31 64.52 3.238 32.26
NAINK | 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 \% 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 \% 36 44.44 55.56 0.00
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Fragmento Residuo central N ° de moldes Hélice a(%) Folha ((%) 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 | 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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APENDICE E — Dupletos moldes da proteina 1UTG

Tabela 36: Classificacao dos dupletos-molde de cada fragmento alvo da proteina de cédigo PDB
igual a LUTG nos trés estados conformacionais (h, b ou c).

Fragmento Residuo central N ° de moldes Heélice a(%) Folha [(%) 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 [ 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 Residuo central N ° de moldes Hélice a(%) Folha ((%) Volta(%)

QMKKV K 28 64.29 32.14 3.57
MKKVL K 72 73.61 25.00 1.39
KKVLD \Y 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 a7 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 | 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 | 40 92.50 7.50 0.00
KIVKS \% 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
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Tabela 37: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg ddvproteina cujo
codigo PDB ¢é 1K43:1f) € o valor médio ed) é o desvio padrao 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 -563.25 -50.02
GITYE o 7.14 21.68 9.47 28.72 9.55 22.08 20.96 58.63
ITYEG m -109.34 96.84 -91.27 14598 -124.70 145.31 -54.21 -26.89
ITYEG o 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 o 34.21 80.20 34.21 80.20 34.21 80.20
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Tabela 38: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg ddvproteina cujo
cbdigo PDB é 1ROPN() é o valor médio eA) é o desvio padrdo 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 17.48 5.09 7.25 5.05 541 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 o 4.52 244 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 o 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 o 121 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 o 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 o 8.19 4.92 7.53 4.85 6.01 4.76 9.10 421
RSQTL m -62.04 -37.70 -105.26 9.07 -130.90 35.54 -105.25 145.11
RSQTL o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 40.09 11.47 3.97 13.32 591 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 1.87 3.77 131 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 441 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 2.67 6.65 22.25 70.62 4.53 11.74 1.86 3.89
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Tabela 39: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg ddvproteina cujo
codigo PDB é 1GB1:rt) é o valor médio ed) € o desvio padréo 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 o 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 o 7.42 5.05 9.87 5.18 8.26 8.96 21.53 36.32
DOQWLL m  -96.43 134.88 -26.27 -91.80 -119.12 136.12 -67.20 -45.31
DQWLL o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 4.71 3.18 591 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 o 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 o 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 o 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 o 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 14758 -160.64 -94.77 -165.04 -66.41  -37.51
KAGIT o 1461 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 12422  -57.91  -45.88
AGITS o 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 o 3194 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 o  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 o 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 14048 -148.44  126.08
SDFYF o  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 o 2051 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 13401 -104.27 157.81
FYFNA o  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 o 1577 52.98 2.01 0.65 5.34 6.07 2.52 5.37
FNAIN m -121.30 52.32 7211 -25.64 64.11  -161.98  82.83 9.19
FNAIN o 2.23 69.27 9.96 13.44 0.55 3.96 8.59 12.63
NAINK m -74.34 -40.03 -59.98  -4546  -60.76  -31.77 -103.57  15.75
NAINK o 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 o 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 & 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 o  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 o  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 15222 -112.54 -166.29
AKTVE o 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 o 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 o  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 o  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 o 4.47 5.37 3.35 5.33 3.97 8.65 5.86 6.80
EVNAL m -107.86 18.78 -123.47 11073  -75.23  -33.28  -69.99  131.44
EVNAL o 8.23 17.10 8.95 39.55 21.04 9.05 13.48 9.36
VNALK m  -70.74 -37.78 -91.82  -5461  -64.36 -41.75  -55.81  -45.68
VNALK & 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 o 1.92 2.29 4.63 11.08 341 541 7.41 10.79
ALKNE m -87.04 108.19 58.37 -126.30 -62.43 -38.43 -149.35 140.54
ALKNE o 441 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 o 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 ¢ 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 o 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 o 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 o 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 o 3.53 4.57 21.47 73.40 1.88 3.90 6.33 1.03
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Tabela 40: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg ddvproteina cujo
codigo PDB é 1GAB:1) é o valor médio eA) é o desvio padréo 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 o 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 o 7.42 5.05 9.87 5.18 8.26 8.96 21.53 36.32
DOQWLL m  -96.43 134.88 -26.27 -91.8 -119.12 136.12 -67.20 -45.31
DQWLL o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 4.71 3.18 591 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 ¢ 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 o 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 o 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 o 6.52 75.03 4.79 5.85 12.71 13.96 14.41 21.39

continua na proxima
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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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 20.51 19.46 7.68 16.42 472 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 o 36.72 55.93 171 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
YENAI o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 3.89 9.56 12.93 39.85 12.93 39.85 431 4.78
TVEEV m -91.83 110.67 -50.07 -49.99 -83.18 -35.01 -61.42 -40.44
TVEEV o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 1.92 2.29 4.63 11.08 3.41 541 7.41 10.79
ALKNE m -87.04 108.19 58.37 -126.30 -62.43 -38.43 -149.35 140.54
ALKNE o 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 o 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 ¢ 0.25 0.34 5.42 2.23 2.12 5.52 17.93 93.47
NEILK -55.20 -48.61 -81.65 126.63 -64.57 -41.30 -110.46 -29.20
NEILK o 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 o 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 o 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 o 3.53 4.57 21.47 73.4 1.88 3.90 6.33 1.03
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APENDICE J — Agrupamento das tuplas molde da proteina 1UTG

Tabela 41: Agrupamento das tuplas-molde associadas a um fragmentg ddvproteina cujo
codigo PDB é 1UTG:) € o valor médio ed) é o desvio padrao 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 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 29.14 57.96 12.50 14.97 54.63 4.15 14.20 16.55
LGTPS m -14156 130.76 -67.85 123.68 -133.97 65.80 -87.56 159.45
LGTPS o 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 o 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 o 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 o 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 o 0.05 0.32 25.93 32.36 3.67 1.49 2.40 5.99
continua na proxima pagina



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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 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 o 6.20 6.28 9.32 1.40 13.76 68.98 10.23 21.34
AGMOQM m -107.15 -9.19 86.76 -145.35 -135.78 160.11 -65.54 -27.74
AGMQM o 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 o 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 o 7.87 7.03 24.42 1.90 22.01 83.11 9.39 21.19
QOMKKY m -134.98 147.71 -86.60 -40.07 -62.10 -34.27 -69.90 159.60
QMKKV o 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 o 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
continua na proxima pagina
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Frag phi psi phi psi phi psi phi psi
KKVLD 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 o 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 o 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 o 6.15 97.82 22.11 8.10 34.44 51.38 7.46 9.98
DSLPQ -110.98 151.10 -62.75 -45.91 -160.81 101.27 -76.29 143.05
DSLPQ o 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 o 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 o 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 o 10.36 9.43 42.85 91.71 42.85 91.71 25.39 36.15
QTTRE m -77.41  -3445 -163.06 142.12 -83.07 128.82 -60.29 -44.95
QTTRE o 12.79 4.74 151 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 o 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 o 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 ¢ 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 o 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 o 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 o 3.02 4.09 4.64 541 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 o 12.68 32.99 8.38 7.30 7.75 14.98 7.79 3.49
KLTEK m -8543 166.76 -121.58 -176.48 -61.34 -40.68  -122.38  164.90
KLTEK o 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 o 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 o 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 ¢ 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 o 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 o 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 o 14.65 12.66 7.30 4.37 4.20 30.51 9.81 31.88
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Frag phi psi phi psi phi psi phi psi
KSPLC m -113.62 21.75 -77.92 4.23 -59.4 -28.47 -47.09 -46.63
KSPLC o 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 o 33.78 4.29 9.46 15.74 11.67 5.67 70.32 91.91
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Trabalho
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