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A ilustragdo da capa é o polipeptideo PA_Z, um dos modelos
de estudo apresertado neste trabalho. A figura representa a
. estrutura atdmica de PA_Z e sua superflcie molecular. A
estrutura esté colorida da extremidade N-terminal (azul) para

C-terminal (vermelho).

ERES -« BIRLIOTE



(...) foi no formigueiro que comegaram as dignas formigas e no
formigueiro terminarsio, o que lhes honra a perseveranga e o senso
pratico. Mas o homem & um ser versatil, e é possivel que, como jogador
de xadrez ele ame o processo de atingir o objetivo, e no o objetivo em si
mesmo (...)

Fioder Dostoievski
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1. Introdugzo

1.1. Bioinformética Estrutural

Durante a década de 90 ocorreu a chamada ‘explos3o de dados biologicos'
derivados principalmente dos Projetos Genoma, executados em diferentes paises
tanto na iniciativa plblica quanto privada (Figura 1). Como resultado destes projetos,
um grande niimero de novos genes foi identificado e s3o tidos como potencials alvos
de estudo, porém, seus produtos protéicos ainda nZo estio caracterizados [1]. Um
dos grandes desafios da era pés-gendmica é a determinagZio e validagZo de novos
genes e suas proteinas correspondentes; ou seja, a converséio dos dados obtidos a
partir dos seqiienciamentos em informagzio Util. Um dos componentes cruciais deste
desafio reside no estudo destas protelnas ndo anotadas e na andliee de suas
estruturas, sejam elas determinadas experimentalmente ou modeladas.

Os métodos classicos de determinagdo de estruturas de proteinas,
cristalografia por difraggio de raios-X e ressonancia magnética nuclear em solugzio
(NMR) nZo s3o euficientes para a caracterizagZio de toda e qualquer protefna, pois
em muitos casos ndo é e ndo serd possivel a superexpresszo e purificagdo das
mesmas para a preparagao de cristals para cristalografia, ou das solugdes para uso
em NMR. A Bioinformatica Estrutural tem impacto significante nas caracterizagoes
bem sucedidas destas proteinas, pois desenvolve estratégias para a determinagzio
de estruturas tridimensionais (3D) e pode prover hipéteses também acerca das suas
fungdes.

Bioinformatica Estrutural é a conceituagdo da biologia em termos de
moléculas, no sentido fisico-quimico, e a aplicagéio de técnicas de informatica
(derivadas de disciplinas como a matematica, ciéncia da computaggo e estatistica)
para entender, organizar e explorar a informagdo estrutural associada a essas

moléculas em uma grande escala [2].
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Figura 1. O gréfico mostra o nimero de seqliéncias depositados do GenBank, e seu aumento
acentuado a partir da segunda metade da década de 90, perfodo conhecido como ‘explosZo
de dados biolégicos'. Fonte: www.ncbl.nim.nih.gov/Genbank, (itima atualizagdo em fevereiro

de 2003,

Das seqiiéncias ja completas derivadas dos genomas de diferenites organismos
(Figura 2), poucas sdo as protefnas que podem ser identificadas pelos métodos
cléssicos. Estima-se que cerca de 50% das proteinas de um organismo podem ter
sua fungso inferida com uma confianga razoavel a partir de sua comparagdo com
homélogas [3, 4]. Para as demais, informagBes sobre suas fungdes podem ser
obtidas de seqlibncias padrdes ou motivos que s3o caracteristicos de uma
superfamilia. Possivelmente, de 30% a 40% das proteinas rdo poderdo ser
identificadas, pois 8o membros de familias com fungdes ainda n3o conhecidas [5]; e,
por nZo possuirem similares nos genomas segiienciados e anotados até o momento,
dificilmente sero reconhecidas somente com base sua na seqliéncia.

Além do problema de determinagdo de estrutura deste terceiro grupo de
proteinas, cabe ressaltar que 06 motivos estruturais 3D disponiveis atualmente em

bancos de dados como PDB (Protein Data Bank — Research Collaboratory for



Structural Bioinformatics), ndo sZo suficientes para a anotagdo completa de
genomas. Vitkup et al. [6], usando estruturas nzo redundantes depositadas no FDB
e comparando-as com as seqliéncias completas de genomas, estima que existam
apenas 30% de “moldes” para as proteinas destes genomas; e sugere ainda que
aproximadamente outros 16.000 seriam necessarios para modelar um proteoma
completo. A discrepancia entre o nlimero de estruturas resolvidas e o nimero de

novos motivos estruturais depositados no PDB pode ser visto na tabela 1 e Figura 3.

e |

cholerae,
Flasmodium falciparum, Caenorhabditis clegans, Neisseria meningitidis, Homo sapiens,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Arabdopsis thaliana, Mus musculus e

Drosophila melanogaster.

Esta problematica requer uma nova tecnologia de estudo e caracterizagzo de
estruturas protéicas, que seja capaz de inferir corretamente (com pequena margem
de erro) a conformagdo 2D nativa de uma proteiha tendo como base apenas sua
seqliéneia de aminodcidos, pois esta é a Unica informagZo disponivel; ¢ que posea
ainda permitir a descoberta de novas formas de enovelamento ou dobramento
(motivos estruturais). A técrica que permite esta abordagem é a predigZo por

[ Il " " £ o4 1 T
primelros PF‘IHGIPJOS ou ab initio.



Tabela 1. Nmero de motivos estruturais ndo redundantes (folds) j4 classificados. Adaptado

de SCOF em httpi//scop.mre-Imeccam.ac.uk/scop, lltima atualizagdio 1de agosto de 2003.

Classe N° de folds
Proteihas alpha 179
Proteinas beta 120

Protelnas alpha/beta 121
Protethas alpha + beta 254
Proteinas multi-dominio 38

Proteinas de membrana

e de superficie celular o0
Miniprotel’naa 66
Total 800

20000 < | estruturas deposltados no ano
B cotal de estruturas disponfvels
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Figura 3. Nimero de estruturas protéicas depositadas no banco de dados Protein Datz Bank
- PDB. A grande discreplncia entre o niimero de estruturas depositadas e o nimero de
motivos (Tabela 1) ocorre uma vez que os motivos se repetem nas estruturas resolvidas.

Adaptado de www.rcsb.org/pdb, lltima atualizagzio 6 de agosto de 2003.

O método de prediggio av initio usa a seqiiéncia linear de aminoacidos como
ponto de partida para a construgdio do modelo 3D, baseado em métodos de dindmica
molecular (DM), mecanica molecular e mecanica quantica para descrever as

InteragBes entre os 4tomos que constituem a molécula, de acordo com leis quimicas



e fisicas [7]. A predigéo ab initio, mesmo que apenas parcialmente correta, prové
meios de entendimento dos principios de formagZio da estrutura secundaria e
terciaria de proteinas [8], e tem papel central no enterdimento das relagdes entre
seqiiéncia e estrutura.

Outros métodos de predigZo de estruturas, como modelagem comparativa por
nomologia e métodos de reconhecimento de motivos (folds) via threading, também
s2io utilizados para a construgZio de modelos 3D hipotéticos; porém ambos o fazem
tendo como molde outras proteinas cuja estrutura j& foi resolvida. No caso da
modelagem comparativa, sdo criados modelos com base na homologia (acima de
30%) entre as seqiiéncias do molde e da proteina em estudo. O método de threading
¢ aplicado em seqiéncias relacionadas evolutivamente (também com homologia acima
de 30%), e utiliza algoritmos para mensurar a compatibilidade entre uma dada
seqiiéncia e uma estrutura molde. Tais caracteristicas descartam estes dois
métodos como ferramentas para o estudo de proteinas sem homélogos (ou cuja
homologia com as familias conhecidas é inferior a 30%) e para a procura de novos
motivos estruturais.

Anfinsen [9], ja em 1960 destacava o fato de o enovelamento de proteinas
globulares ser um fendmeno puramente fisico e conseqiiéncia direta dos aminoacidos
dque as compdem e do solvente que as envolve. Deve ser possivel entZo, a definigsio de
um campo de forga baseado nos fendmenos fisicos de interagdes entre 4tomos,
incluindo o solvente, e o uso de processos estatisticos e/ou mecanicos para a
determinag2io da estrutura mais estavel de uma proteina, a uma dada temperatura e
condigdes de solvatagZo. De acordo com estes principios, o método de predigio ab
initio requer trés elementos principais: a representagdio geométrica de sistemas
protéicos, campo de for¢a adequado e a mensuragdo da variagsio da energia do
sistema [10].

Um dos requisitos para o estudo do comportamento de um sistema protéico é

uma técnica que permita a varredura do espago conformacional que pode ser ocupado



a0 longo de uma simulagdo. Diferentes técnicas podem ser empregadas, como
algoritmos genéticos e simulagdes de Monte Carlo e Dindmica Molecular (1], neste
trabalho optamos pela DM.

Geometricamente, protelinas podem ser modelos onde todos seus Atomos
constituintes sZo representados explicitamente e individualizados (all-atom model);
com alguns Ztomos unidos, onde apenas o0s atomos pesados e os dtomos de
hidrogénio polares de cada residuo s3o representados (united-atom model); e
finalmente considerando um (nico 4tomo “virtual® como todo o residuo de
amino4cido. Freglientemente alguma forma de simplificagZo geométrica é utilizada
para aceleragdo dos célculos de DM; neste trabalho todos os 4tomos que
constituem cada residuo de aminoacido foram representados explicitamente.

O estado nativo de uma protefna é definido como aquele em que a energia
global do sistema & minima, de acordo com principios quimicos de que quanto mais
estével um sistema menor a sua energia livre. A estabilidade termodinimica e valores
minimos de energia s3o procurados ao longo de uma simulagZo como provaveis
candidatos a conterem a proteina em sua conformago nativa.

Nos (itimos anos, tem havido estudos extensivos sobre coro, e quais s3o os
principios que regem o enovelamento de proteinas, em busca de solugdes para o
paradoxo de Levinthal™ [12]; no entanto, poucos s3o o0s grupos de pesquisa que se
dedicam a0 método de predigBio de estruturas ab initio por simulacSes pela DM, e
mesto dentre cles, a atengdo volta-se principalmente aos processos de
enovelamento e nZo a obtengio de estruturas 3D corretas, por exemplo, 0s trabalhos
de Carlos Simmerling [13], Michael Levitt [14], Yong Duan (18], David Bashford [16] e
Eugene Shakhnovich [17].



* Cyrus Levinthal, professor da universidade de llinois, em um encontro onde se discutiam sistemas
biolégicos, levantou a questZio de que uma proteina durante seu processo de enovelamento nZio percorre
todas as conformagBes que seriam possiveis a ela adotar, pois o tempo que seria consumido neste método
de tentativa e erro seria infinitamente maior que o tempo de enovelamento observado experimentalmente.
Cada aminozcido poderia teoricamente assumir 10 diferentes conformagSes, de acordo com seus 4ngulos de
rotag#o, portanto, uma proteina deveria “experimentar” 10" conformagBes, serdo n seu nimero de
aminoécidos. Assumindo que esta pmtefna possa adotar diferentes conformagdes, na ordem de 10"
estruturas por segundo, ela levaria aproximadamente 10 anos para testar todas suas possibilidades, e
este valor ultrapassa em muitas vezes a idade do universo; como o enovelamento de protetas ocorre na

escala de milleegundos a segundos, este é o paradoxo de Levinthal.



1.2. Estrutura Protéica

As protefnae exercem papéi@ crucias em virtualmente todos os processos
biolégicos, por exemplo: na catédlise enzimdtica; carreando transporte e
armazenamento intracelular; possibilitando o movimento muscular coordenado ¢ a
sustentagado mecanica; promovendo a protegédo imunoldgica, a geragsio e transmisszo
de impulsos nervosos, além do controle do crescimento e da diferenciagdo celular.
Proteihas essenciais para microorganismos patogé‘nicoe como, por exemplo,
Mycobacterium tuberculosis, podem ser definidas e utilizadas como alvos
terapéuticos.

Os aminoacidos s3o as unidades estruturais de qualquer protel'na; um a-
aminodcido é constituldo de um grupamento amina, uma carboxila, um 4tomo de
hidrogénio e um radical R diferenciado ou cadeia lateral, todos ligados a um carbono a

(este carbono é chamado a por ser adjacente a carboxila acida — Figura 4).

COOH

NH,

Figura 4. Estrutura tetraédrica de um @ aminoacido e seus diferentes ligantes: grupamento

amina (NHz), hidrogénio (H), carboxila (COOH) e radical R ou cadeia lateral. A constituiggio

dos vinte amino4cidos naturais difere apenas quanto a sua cadeia lateral.

Os amino4cidos naturais s8o divididos em trés classes distintas, definidas pela
natureza quimica da cadeia lateral (tabela 2). A primeira classe compreende os
. e . . + ~ . L . .
aminoacidos cujas cadeias laterais sdo hidrofdbicas, ou apolares: alanina, valina,

leucina, isoleucina, fenilalanina, prolina e metionina. A segunda classe compreende 05



residuos polares: serina, treonina, cisteina, asparagina, glutamina, histidina, tirosina,
triptofano e glicina. Os quatro resfduos carregados formam as demais classees:
arginina e lisina, de carga positiva; e aspartato e glutamato, de carga negativa. Estes
vinte aminoacidos diferem quanto a sua cadeia lateral, que varia em tamanho, forma,
carga, capacidade de formago de pontes de hidrogénio e reatividade quimica (Figura

5).

Tabela 2. Lista dos vinte aminoécidos de ocorréncia natural, seus nomes e cddigo
referente a cada um, de trés letras ¢ uma letra, coloridos em fung3o de seu carater.
Em cinza, aminoécidos apolares, , aminoAcidos polares, em azul os positivos &

em vermelho os hegativos.

Amino4cido Cbdigo de trés letras Codigo de uma letra

Alanina Ala A
Valina Val Y
Leucina Leu L
leoleucina lle i
Fenllalanina Phe F
Prolina Pro Iz
Metionina Met M
Arginina Arg R
Lisina Lis K
Aspartato Asp D
Glutamato Glu E



Reslduos cujas cadeias laterais sZo apolares tendem a estar mais
internalizados nos motivos estruturais protéicos, isto porque sofrem efeito
hidrofébico e nZio ficam expostos a solventes polares; suas cadeias laterais szo
constituidas basicamente por carboro e hidrogénio. Ja os residuos carregados
apresentam seu grupamento amina ou carboxila na forma ionizada e ficam expostos
ao solvente, pois s3o hidrofilicos, assim como os resfduos polares, que apesar de nzo
possuirem carga efetiva, possuem polaridade pela presenga de grupamentos OH, SH
ou anéis aromaticos e anéis nitrogenados em sua estrutura.

As cadeias polipeptidicas possuem um sentido, uma vez que seus componentes
tém extremidades diferentes; por convengZio, a ponta amidica é considerada o inicio
da cadeia, portanto, uma seqliéncia de aminoécidos ¢ escrita a partir da sua porgZo
amino terminal (N-terminal).

Uma cadeia peptidica distendida ou disposta ao acaso é isenta de atividade
biologica, pois sua fungzio surge da conformagao, isto €, do arranjo tridimensional dos
atomos em uma estrutura. No final da década de 30, Linus Pauling e Robert Corey
iniciaram estudos cristalogréficos por difragdio de raios-X da estrutura de
aminoAcidos e peptideos cuja meta era a obtengsio das distancias e dngulos padries
de ligagdio entre os 4tomos de um aminoécido, e a utilizagdio desta informagzio na
predigZo de conformagBes protéicas [18, 19].

O mais importante de seus achados foi que a unidade de ligagZo peptidica é
rigida e plana. A ligagZio entre o carbono da carboxila e o nitrogénio da amina nZo é
livre para rotar porque essa ligagZo tem um carater parcial de ligaggo dupla. O
comprimento desta ligagzo é de 1,52 A, valor entre o comprimento de uma ligagZo
simples (149A) e o de uma ligagéo dupla (1,27A) [20].

A ligagZio entre o carbono a e o carbono carboxilico e entre o carbono a e o
hitrogénio peptidico sio ambas simples e portanto, ;::;oeeucm consideravel grau de
liverdade de rotagZio em torno da ligagéo peptidica rigida (4ngulos diedros phi —@ e

pei — da cadeia principal — Figura ©).



Alanina

Fenilalanina

Treonina

Histidina

{duos apolares, em

'
Atomos de carbonc

hid

génio em azul claro.

Valina

Prolina

Cisteina

Leucina lsoleucina

l.\

Metionina Serina

Asparagina Glutamina

Triptofano Glicina

rados com aestadque para a estrutura

oloridos ¢ rime a tabela 2, em

ivos e em vermelho 0s nege

1io em vermelho, en




\ 2

A

‘ oyl ;t cA ¥ & . ‘ ca
i & b g
Ay TR & why ‘a0 .

3 .CA WY

3 i

Figura 6. RepresentagZio da cadeia principal de um polipeptideo, com destaque para os
angulos diedros () e W e suas possiveis rotagles em torno da ligagso peptidica rigida

(entre C e os nitrogénios, representados em azul). Atomos de carbono em branco, 4tomos de
nitrogénio em azul e oxigénio em vermelho. Os 4tomos hidrogénio nZo foram representados

para maior clareza.

Desta maneira, cada aminoacido possui dois dngulos ‘conformacionais’, @ e v,
e uma vez due estes dois graus de liberdade estejam definidos para cada componente
da cadeia peptidica, sua conformagZo pode ser inferida. A maior parte das
combinagBes possiveis de @ e y néo s3o plausiveis simplesmente por impedimentos
estéricos, pois ocorrem colisBes entre as cadeias laterais ¢ a cadeia principal. As
conformagdes poesiveis para cada aminoécido podem ser analisadas no grafico de
pares de angulos diedros desenvolvido pelo biofisico indiano G. N, Ramachandran [21]
(Figura 7).

As proteinas que podemos observar ha natureza evoluiram, por press3o
seletiva, para desempenhar fungbes especificas. Suas propriedades funcionais
dependem de suas estruturas 3D, que sZo uma consegliéncia direta da sua
estrutura linear de aminoacidos gue se enovelam formando dominios. Para entender a
fungdo biologica de proteinas, devemos ser capazes de deduzir ou predizer sua
estrutura 3D a partir da sua seqliéncia de aminoacidos. Mesmo com todos 0s
esforgos feitos nos Ultimos 25 anos, ainda nZo conseguimos resolver a questio de
como se dé este enovelamento, e esta continua sendo um dos grardes desafios da

biclogia molecular [22].
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Figura 7. Gréfico de Ramachandran, As 4reas azuis e amarelas representam as combinagBes

de Angulos @ e @ possiveis para os aminoécidos naturaic e ae conformag8es encontradas em

cada uma destas areas. As 4reas azuis correspondem s totalmente permitidas (mais

favordveis) e as amarelas correspondem a conformagdes parcialmente permitidas.



2. Objetivos

O objetivo desta linha de pesquisa em zndamento no Laboratério de
Bioinformatica, Modelagem e Simulagdio de Biossistemas - LABIO é o
desenvolvimento de métodos e protocolos de simulaggo pela DM que permitam a
predicio de estruturas 3D de qualquer proteina, partindo-se apenas da sua
estrutura primaria ou seqiiéncia de amino4cidos. Esse conhecimento podera auxiliar
ha anotagédo completa de genomas, no estudo das proteinas ainda desconhecidas e
envolvidas em rotas metabdlicas que despertam interesse médico, e, por fim, a

utilizagsio destes modelos no desenho racional de férmacos assistido por

computador (CADD — computer aided drug design) contra agentes patogénicos.



3. Metodologia

Ha duae variagbes basicas do método de predigdio ab initio, a primeira
desenvolve scoring functions capazes de distinguir as estruturas protéicas corretas
(estado nativo, funcional) das incorretas (estado nZo-nativo), e a segunda explora o
espago conformacional das proteinas [23, 24). Nessa segunda categoria se
enquadram as simulagbes de Monte Carlo e da Dindmica Molecular. A prediggio ab
initio baseia-se na hipbétese termodindmica do dobramento ou enovelamento da
protefna (protein folding), e sugere que a estrutura nativa de uma seqliéncia protéica
corresponde ao estado de energia minima global da sua energia livre.

Em uma simulaggio pela DM, as equagles cléssicas de movimento que
governam a evolugsio temporal, microscépica, de um sistema de muitos corpos
(4tomos em uma macromolécula, por exemplo) s3o resolvidas numericamente e
sujeitas a condigdes periddicas apropriadas a geometria e simetria do sistema [25].
Portanto, a metodologia da DM ¢ fundamentada nos principios da Mecanica Cléssica
e pode fornecer uma viedo microscopica do comportamento dindmico de dtomos
individuais que constituem um sistema como uma proteina.

Nas simulagdes pela DM para predi¢Zo ab initio da estrutura de proteinas, o
ambiente aquoseo (golvente) € representado de forma implicita, como um dielétrico
continuo, utilizando o formalismo denominado Generalized Born (GB) [26, 27]. A
adiggo explicita do solvente aumentaria de maneira considerdvel o tempo de
simulagdo. Com o solvente representado implicitamente, o efeito hidrofdbico do
sistema € calculado atribuindo-se penalidades para a exposigdo de residuos
hidrofébicos e compensages quando os residuos expostos s3o polares. A energia de
solvatagdo é calculada através da mudanga de 4rea total do sistema acessivel ao
solvente (SASA — surface area solvent acess).

Como resultado, uma simulagZo pela DM produz um conjunto de conformagdes
(ensemble) da proteina em fungfio do tempo. A partir do ensemble em equilfbrio, o

valor médio de parémetros termodinamicos como a pressdo, temperatura, volume,




calor eapecl’fico, pode ser calculado, assim como parémetr'os estruturais, incluindo o
raio de giro e a estrutura média da protefna [28].

Os programas empregados para a realizagdo das simulagfes foram os pacotes
AMBERG [29] e AMBERY7 [30], baseados na mecanica molecular, cujos campos de
forga incluem as interagbes de longa distancia (van der Waals e eletrostatica),
angulos diedros, angulos de ligagdo e comprimentos de ligaggio [31]. Os pardmetros
para as Interagdee de van der Waals sdo determinados a partir de estruturas
resolvidas experimentalmente por cristalografia de difrago de raios-X, as cargas
parciais e Zngulos diedros sio derivados da teoria quanto-mecanica de distribuigzio
de elétrons [32].

As interagdes de van der Waals s2o calculadas de acordo com o potencial de
Lennard-Jones [29, 30], que incluem as forgas de atragZo e de repulsio;
particularmente (iteie durante a simulaggio para evitar que ocorra sobreposigZio de
adtomos.

As interagOes eletrostaticas, como pontes de hidrogénio e pontes salinas, szio
extremamente importantes na defini¢do da estrutura e fungdio de uma proteina,
porém s3o dificeis de modelar. Um dos motivos para esta dificuldade reside no fato
de estas interagBes serem dependentes do meio em que a protefha se encontra, ou
seja, a eletrostatica e as condigdes de solvatagZo estZio intrinsecamente
relacionadas. A lei de Coulomb de interagZo entre cargas é utilizada para avaliar
essas interagdes.

A acurécia do campo de forga a que é submetida uma pmtefna é determinante,
em Ultima anélise, da capacidade de predigéo de estruturas de qualquer método
aplicado; pois é o campo de forga, através de seus pardmetros, fungbes estatisticas
e potencias, que ird reger o comportamento e evolugZo temporal do sistema
representado. ‘

Simulagdes pela DM analisam milhares de 4dtomos e calculam seus

movimentos, exigindo recursos computacionais de alto desempenho. As simulagdes



ngo apenas deste trabalho, mas também de todos os prbjetos executados em nosso
laboratério, foram realizadas nos clusters Amazonia e Ombréfila (localizados no
Centro de Pesquisa em Alto Desempenho — CPAD, da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul, PUCRS), que rodam 0s programas AMBERG e
AMBER?7 em paralelo. Para simulagdes menores, também foram utilizados uma SCI
R14000 de GOOMHz e PCs individuais de 2,5CGHz. Cada simulaggo demanda dias,
semanas ou até meses dependendo do tamanho da proteiha e do tempo de

simulagZo.



4, Resultados e Discussdo

4.\. Three-helix-bundle — PredigZio de Estrutura Terciria

Um three-helix-bundle é um motivo estrutural composto por duas hélices
paralelas e uma terceira antiparalela em relagsio as demais, comumente encontrzado
em protefnas citoplasmaticas, transmembranas e extracelulares e em proteinas de
ligagdio ao DNA. O modelo inicial destes experimentos é um three-helix-bundle de 65
aminoacidos (RVYKALEEKVKALEEKVKALGGGGRIEELKKKWEELKKKIEELGGGGEVKKC
EEEVKKLEEEIKKL), sintetizado artificialmente para assumir tal topologia [33],
denominado aqui A3.

O modelo 3D canbnico do three-helix-bundle (A3-1, Figura 8) foi gerado
manualmente utilizando-se o programa SPDBviewer [34], baseado no diagrama de
empacotamento das cadeias laterais apresentado por Johansson et al [33],
responsaveis pelo desenho e sintese artificial de A3 (Figura 9). A conformag2o inicial
para a simulagZo pela dindmica molecular, com &ngulos diedros @ e w iguais a 160°
para todos os 65 aminocidos de A3-1, foi gerada com o médulo tleap do programa
AMBER 6.0 [29] (Figura 10). Os pardmetros do campo de forga Cornell et al, [31]
foram utilizados para avaliar a energia potencial do sistema. O solvente foi incluido
implicitamente através do formalismo GB [26]. As formas neutras dos residuos de
Lisina e Glutamato foram utilizadas para reduzir a carga elétrica total do sistema.

A seqiiéncia linear de A3, constitulda de 65 aminoacidos e um total de 1.087
dtomos, foi submetida inicialmente a uma simulagdo pela DM de 10 ns a uma
temperatura de 298.16 K (25 °C) e um raio de corte de 10A para a avaliaggo das

interagdes eletrostaticas de longo alcance e van der Waals.



Figura &, Modelo canbnico A3-1, gerado manualmente com o programa SFDBviewer, a partir
da seqliéncia linear de aminodcidos e diagrama de empacotamento de cadeias laterais
utilizados por Johansson. As hélices foram coloridas esquematicamente, do azul para o
vermelho, no sentido N-terminal para C-terminal e representam o motivo estrutural
caracteristico de um three-helix-bundle, sendo as hélices | (azul) e lll (vermelha) paralelas

entre si € antiparalelas em relagio 2 hélice Il (verde),
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Figura 9. a: deﬁertho sﬁquematw;o do empacotamento das cadeias Iaterals de A3 (de onde

basela-se a construgBio do modelo AZ-1). b um three-helix-bundle similar, porém de

orientaggo anti-horaria. Fonte: Johansson et al, 1998.
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Figura 10. Conformag@o inicial estendida de A3 para a 5imu|..ag§o pela dindmica molecular,

com todos 0s geus dngulos diedros (P e Y iguais a 160°.



Nos primeiros 2 ns pode-se observar a formagZo da estrutura secundéria de
A3, constitulda de trés hélices, separadas por duas algas ricas em Glicina e
bastante flexiveis; apds 4 ns de simulagZio observa-se que as hélices comegam a se
empacotar, ¢ A3, terminada a simulagZio inicial de 10 ns, assume a conformagsio
caracteristica de um three-helix bundle, porém com orientaggo anti-horaria, diferente
da esperada baseada na sua estrutura candnica horaria, A3-1 (Figuras 11 e 12).

Como resultado desta simulagdio pela DM, obtivemos a estrutura secundaria
correta (formagZo das trée hélices), e também pudemos observar seu cardter
anfifflico, com reslduos de aminoacidos polares voltados todos para um lado, e os
apolares para o oposto, como pode ser observado no empacotamento das cadeias
laterais hidrofébicas das hélices | ¢ Ill (Figura 12), cujos contatos formados condizem
com 0s propostos ho modelo candnico (Figura 9). O carater anfifilico das hélices
corrobora a hipdtese de que elas tenderdio a se “empacotar” em uma estrutura
tercidria coesa. Resultados de simulagbes de outras protelnas com estrutura
caracteristica de three-helix bundle indicam que este motivo estrutural de fato se
enovela com a formagZo de intermediarios, onde as hélices Il e Il (C-terminal)
encontram-se empacotadas como no estado nativo antes que se formem contatos
com a hélice | (N-terminal) [17, 35].

Outro resultado positivo foi o empacotamento parcial da estrutura terciéria e
sua convergéncia para uma conformagsio de three-helix-bundle, o que pode ser
observado através do grafico de RMSD (root mean square deviation ou desvio médio
quadratico). O desvio médio quadratico é a medida da diferencga, ou da similaridade,
entre duas conformagdes, e ao ser medido em fungdo do tempo ele aponta a evolugZio
da estrutura de um estado estendido (mais distante da conformagzio de um three-
helix-bundle, valores maiores de RMSD) para um estado erovelado e condizente ao

seu modelo (menores valores de RMSD — Figura 13).



2ns

Figura 1. Seqiiéncia de snapshots da simulag3o pela DM de A3. 1 e 2 ne: Infcio da formagZio
da estrutura secundéria de A3; pode-se observar as trée hélices j4 diferenciadas e
separadas pelas algas de glicina. 4 ns: O empacotamento das hélices comega a ocorrer em
fungsio de InteragBes hidrofébicas e eletrostaticas. Neste srnapshot observa-se o
empacotamento entre a hélice |l (verde) e lll (vermelha). 7 ne: A hélice | (azul) se empacota
contra as demals, ¢ A2 comega a adotar uma conformagio caracteristica de three-felix-
bundle. 10 ne: Snapshot final, terminada a simulagzo a protefna; assume uma conformaczo de
three-helix-bundle, porém de orlentagdio anti-horéria, diferente da esperada conforme seu

modelo A3-1.



Figura 12. Empacotamento das cadeias laterais hidrofébicas (representadas em cii 2) das
hélices | (azul) e lll (vermelha). Mesmo que a estrutura obtida ao término da simulagZio nao
seja condizente com seu modelo canbnico quanto a orientagZo das hélices, os contatos

destacados nesta figura sfo condizentes aos contatos descritos no diagrama de

empacotamentos de A3 (ver Figura 9).
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Figura 13. Grafico de RMSD em fungZo do tempo. A trajetéria dindmica de A3 é comparada
a0 seu modelo canbnico A3 (em preto) e também a outro modelo desenhado manualmente
(Figura 9b), de orientag8o anti-hordria (em rosa). No inicio da simulaggio as conformagdes
o0 bastante distintas, com altos valores de RMSD. Com o passar do tempo este valor se
reduz a aproimadamente 7.5A e 45A, para os modelos hordrio e anti-horério

respectivamente. Oz valores de RMSD menores para o modelo anti-hordrio de A3 sdo

condizentes com a sua conformagzo final.



Estes resultados foram obtidos num intervalo de temp.)o.de simulagzo de 10 ns,
ho qual ndo se chegou & estrutura 3D esperada. Foram levantadas duas hipéteses
para explicar estes resultados preliminares. A primeira ¢ que o intervalo de tempo da
simulacdo pode ndo ter sido o suficiente para que a proteina atingisse seu estado
nativo; é possivel que ela se encontre em um estado meta-estavel, minimo local, que
pode corresponder a um estado intermediario no processo de seu enovelamento. Na
segunda hipétese, a diferenga entre a estrutura esperada (modelo candnico) e a
obtida em 10 ns (Figura 14) é devida a artefatos do protocolo de simulagZio utilizado.

O intervalo de tempo da simulaggio de A3 foi aumentado entZo para 50 ns, a
fim de se verificar a hipbtese de a estrutura final obtida em 10 ns ser apenas um
intermediario meta-estéavel no seu processo de enovelamento, pois sabidamente o
processo de enovelamento de A% passa por dois intermediarios [56], e a hipbtese de
a estrutura final obtida em 10 ns de simulac3o ser um intermedidrio meta-estével foi

levantada.

Figura 14. A diferenga na orientag8io das hélices entre o modelo candnico A3-1, horério (&
esquerda) € a estrutura obtida apds 10 ns de simulagZo, anti-horaria (2 direita), pode ser
melhor observada neste Anagulo. Sendo a hélice | azul, a Il verde e a |ll vermelha, o sentido de |
para lll percorre um caminho horério no modelo desenhado, diferente do que ocorre em AS aos

10 ne.

Porém, ao término de 50 ne de simulagZio, e mesmo ao longo da trajetéria, a

topologia do modelo ndo apresentou variagbes significativas e permaneceu com



orientagsio anti-noraria (Figura 15). A hipétese de termos encontrado um

intermedisrio no processo de enovelamento de A3 foi, portanto afastada.

Figura 15. Estrutura de A3 ao final de 50 ns de simulagéo pela DM. Ndo houve mudangas
significativas em sua conformag@io a partir de 10 ns, e suas hélices ainda apresentam

orientagdio anti-horaria.

Os resultados encontrados nesta nova simulaggo apontam para problemas na
simulagZo, como a falha observada no empacotamento hidrofébico do sistema, aonde
as cadelas laterais de residuos hidrofébicos encontram-se expostas ao solvente e de
residuos hidrofilicos voltadas para o interior da molécula, o que ndo condiz com a
teoria de empacotamento protéico (Figura 16).

Entretanto alguns dados obtidos experimentalmente por Chapeaurouge et al.
poderiam talvez corroborar a validade destes resultados, ou ainda, ajudar na
correg3o de eventuais falhas de protocolo. Experimentalmente tem-se evidéncia de
que, no sentido de enovelamento, a reag2o seque um caminho que sai de U (unfolded),
pasea por lp (intermediate 2), depois por |y (intermediate 1) e finalmente chega 2
forma enovelada N (native). Os dados de fluorescéncia do residuo de triptofano (Trp)
sugerem que jé ocorre uma certa protegﬁo da exposigéo deste residuo ao solvente no
estado I em relaggo & situagdo totalmente exposta ao solvente em U. O residuo de
Trp esté na hélice II, que se encontra empacotada contrz a hélice Ill no snapshot

referente aos 4 ne. lsto protege o TRP da exposigado ao solvente, o que poderia sugerir



que o estado parcialmente enovelado mostrado aos 7 ns possa se relacionar a lp

(Figura 17).

Figura 16. Acima o empacotamento ideal das cadeias laterais de A3 de acordo com seu

modelo candnico; e abaixo o0 empacotamento observado aos 50 he de simulagdo. Em cinza
estéo representadas as cadeias laterais dos restduos hidrofébicos, que no empacotamento
ideal estéio no interior na molécula, protegidos da exposigZo ao solvente, diferente do que
ocorre aos 50 ns, onde apesar de haver um empacotamento parcial das hélices | (azul) e Il
(vermelha), ha muitos residuos voltados para fora. Em azul e vermelho estZo representadas
as cadeias laterais de reslduos com cargas positivas e negativas respectivamente e,
portanto hidrofilicos. Também aqui 8o observados problemas de empacotamento, com
muitos destes residuos no interior da molécula fazendo interagdes szlinas desfavoraveis que

héo sdo observadas no modelo canbnico.
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Figura 17, Arez da superficie acessivel a0 solvente (SASA) do residuo de Triptofano. Ao longo
da trajetéria dindmica o Trp torna-se menos exposto ao solvente em fungio da formagsio da

estrutura tercidria de A3, No detalhe, a cadeia lateral deste residuo.

Como ao término de 50 ns de simulacZio encontramos um grande problema no
empacotamento das cadeias laterais, estando as hidrofobicas voltadas para o
exterior e as hidrofilicas (incluindo as basicas e acidicas) voltadas para o interior,
conclufmos que realmente ha problemas de protocolo; € mesmo com a 4rea aceseivel
do Trp, diminuindo ao longo da simulagio, seria precipitado utilizar resultados de
andlises experimentais para confirmag2io dos resultados por nés obtidos.

Os resultados encontrados com 50 ns de simulagdo n3o corroboraram a
hipétese levantada de que a estrutura obtida em 10 ns pudesee ser um intermediario
do processo de enovelamento de A3. Porém, nesta segunda simulacio pela DM,
alguns pardmetros foram alterados (temperatura e padrdes da geometria do
sistema) e efetivamente observamos uma melhora nos resultados obtidos. O sistema
colapsa como na simulaggo anterior de 10 ns, mas o empacotamento hidrofébico final

apresenta-se melhor.



A confrontagdio de nossos resultados com os dados experimentais levantam
vérias dividas sobre o paralelismo que pode, ou n3o, ser empregado nestes tipos de
comparages. Tanto & ousado demais questionar a metodologia experimental
“classica” , como nZo se pode invalidar o método ab initio que vem progressivamente
apresentando resultados melhores em predigZio estrutural, como se pode comprovar
pelos resultados apresentados em encontros como o CASP - Critical Assesment of
protein Structure Prediction [37, 36, 39]. lsto demonstra que andlises de
simulagdes pela DM devem ser feitas ndo apenas meticulosamente, mas também de
modo critico para evitar conclusBes precipitadas e errbneas.

O protocolo empregado neste trabalho necessita refinamentos, como talvez
aumento no tempo de simulagZio pela DM; no entanto, j4 se mostra promissor como
uma técnica alternativa para a obtengsio de estruturas 3D de proteinas, ou
enzimas. A modelagem de proteinas esta evoluindo até o patamar de uma tecnologia
pratica e seus produtos poderfio ser utilizados na terapia, tratamento e mesmo
hum maior entendimento de indmeras doengas, e até dos préprios principios que
regem o enovelamento e o comportamento de biossistemas.

O modelo A3 fol temporariamente abandonado em dezembro de 2002, e a
partir de entdo passamos a estudar um sistema natural menor (miniproteina) com
estrutura 3D experimentalmente determinada, o que elimina dividas sobre a
validade do modelo candnico contra o qual sdio comparados os resultados obtidos.
As atuais simulagbes em andamento no LABIO tém apresentado resultados
extremamente positivos e achamos no momento ser melhor insistir nestes modelos,
que também tém a vantagem de exigirem simulagdes mais curtas. Com base nos
resultados que estamos encontrando com miniproteinas e a futura padronizagZo de

protocolo, sistemas maiores, como A3, serdio retomados.



4.2. Alpha-helical-hairpin— PredigZio de Estrutura Secundaria e Supersecundaria

Um alpha-helical-hairpin é um dominio protéico constituldo de duas hélices
antiparalelas conectadas por uma volta (turn). O helical-hairpin aqui estudado,
denominado PA_Z, corresponde ao dominio Z obtido através da minimizag3io do
dominio B da proteina A de Staphylococcus aureus. O processo de minimizagdo [40]
reduziu a estrutura original (um three-ajpha-helix-bundle de 59 residuos) a um hairpin

helicoidal de 33 residuos: FNMAQAARRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD (Figura 18).

B

Ne

Figura 18. Estrutura do alpha-helical-hairpin 1zdb, determinada experimentalmente por NMR,
Starovasnik et al. [41]. As duas hélices que o constituem estaio coloridas eequematicamente,

do azul para o vermelho, da porgZio N-terminal para C-terminal.

Figura 19. Conformag3io inicial estendida de PA_Z, com angulos diedros @ e y iguais a 1860°
para todos seus aminodcidos. A cadeia polipetidica é orientada da esquerda para a direita,
da porgZio N-terminal para C-terminal. Reslduos coloridos conforme o tipo de aminoécido, em
cinza amino4cidos apolares, em polares, em azul os aminoAcidos de carga positiva e

em vermelho de carga negativa.



Diferentes simulagdes pela DM foram geradas, a 281K, todas comegando com
uma conformagao Inicial totalmente estendida de PA_Z, com os angulos diedros da
cadela principal @ e y iguais a 180° (Figura 19). A estrutura experimental de PA_Z,
determinada pelo método de NMR (cédigo PDB 1zdb), foi adotada como rossa
estrutura modelo, e pardmetro de comparagdo para nossos resultados. A
conformagzo inicial para a simulagZo pela DM, com @ e y iguais a 180° fol gerada
com o médulo tleap do programa AMBER 7.0 [30]. Os parametros do campo de forga
de Cornell [31] foram utilizados para avaliar a energia potencial do sistema, e o
solvente foi incluldo implicitamente através do formalismo de GB [26]. Modelos com
residuos carregados e neutros foram gerados para confrontaggio dos dados obtidos
e andlises da influéncia das cargas nas simulagBes pela DM.

Uma vez que foram muitas as simulagdes geradas tendo PA_Z como modelo,
05 dados apresentados neste trabalho estardo focados em uma (nica simulago,
PA_Z-104, cujos resultados obtidos representam satisfatoriamente o conjunto total
de simulagOes, e sera referido apenas como PA_Z.

Nossos protocolos permitem a visualizagZio do inicio de formagZio de nicleos de
hélices ja nos primeiros nanosegundos de simulagZo pela DM. A formagZio das hélices
é um dos primeiros fenbmenos a ser observado no processo de enovelamento, sequida
pelo colapso das mesmas e a formagZo da estrutura terciéria caracteristica de um
alpha-helical-hairpin (Figura 20). O mesmo comportamento é observado em modelos
protéicos semelhantes, onde a trajetéria de enovelamento envolve um colapso dos
residuos e formagsio parclal da estrutura secundaria, com subseqiiente
reorganizagéio até que se atinja o estado nativo [35].

A evolugdo temporal da trajetéria dindmica de PA_Z pode ser analisada
numericamente pelo grafico de RMSD para os 4tomos de carbono o de todos os
residuos de aminoacidos do polipeptideo (Figura 21), onde valores iniciais elevados
refletem a estrutura desenovelada e valores gradualmente mais baixos mostram a

formagZio da sua estrutura supersecundaria até a estabilizagZio da estrutura de



PA_Z, com valores em torno de B3.0A. Uma vez estével, a estrutura obtida por
simulaggio pela DM foi sobreposta a sua equivalente experimental (Figura 22), onde se
pode observar a similaridade topolégica entre ambas.

O mesmo célculo de valores de RMSD, ou seja, da similaridade topologica entre
as estruturas, foi feito para os residuos de aminoécidos constituintes de cada uma
das hélices individualmente. Os valores observados tanto para hélice | (Figura 23)
quanto para a hélice |l (Figura 24) s2io de aproximadamente 1.5 A, significativamente
inferior ao valor final de RMSD observado para toda estrutura de PA_Z.

Diferente do que é observado na Figura 21, os valores de RMSD para ambas as
hélices ja sdo baixos desde os primeiros instantes da simulagdo pela DM de PA_Z
(Figuras 23 e 24), resultado condizente com o que é mostrado na Figura 20, pois a
formagsio da estrutura secundéria deste polipeptideo ocorre muito cedo na sua

trajetéria de enovelamento.

A discrepancia observada entre os valores de RMSD para todos residuos de
aminodcidos da estrutura e para suas hélices individualmente fez surgirem duas
hipéteses para justificar a méa formag3o da estrutura supersecundaria de PA_Z:
falha no empacotamento de suas cadeias laterais, afetando a orientagZio das hélices,

ou falha na formac3o da zlga (turn) de ligaggo entre as hélices.
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Figura 20. Snapshots de uma das simulagdes de PA_Z. Da mesma forma que o ocorrido nas
simulages de A3, o0s nlcleos de estruturas secundérias surgem nos primeiros
nanosegundos de simulagZio (1 e 2 ne), sequidos da formag3io das hélices (3ns) e colapso
hidrofébico do sistema, que comega a adquirir a conformagZio de um ajpha-helical-hairpin (6 e
7ne). A partir de entdio PA_Z se mantém estéavel até o fim desta simulag3o pela DM, a0s 100
ns, onde pode-ee observar as duas hélices bem formadas e individualizadas (hélice | em azul e
Il em vermelho), separadas por uma pequena volta. Como na Figura 18, as estruturas est3o

coloridas do azul para o vermelho, da porgZo N-terminal para C-terminal.



——PA_Z-104ca

14

12

< 10

O

2

o] 8
6
4

0 T LI T T v T I
20 40 50 80 100

tempo (ns)

Figura 21. Grafico de RMSD (root mean square deviation — desvio médio quadratico) para a
trajetéria dindmica mostrada na Figura 20, apenas para os carboros @ da cadeia principal,
Conforme PA_Z evolui 2o longo do tempo no seu processo de enovelamento, passa a zssumir
a conformagfio caracteristica de um alpha-helical-hairpin congruente com seu modelo

experimental 1zdb, com valores de RMSD estabilizados em torno de 3,0A.

Figura 22. SobreposicZo da estrutura determinada experimentalmente (cclorida como na
Figura 18) e de PA_Z (em larar|a), aos 100 ns da simulagdio apresentado na Figura 20. A
sobreposigdo mostra a similaridade topolégica que existe entre a estrutura modelada e a

determinada por NMR.,
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Figura 23. Gréfico de RMSD para os 4tomos de carbono a dos reslduos de aminodcidos
constutuintes da hélice |, com valores em torno de 1.5 A. A direita, a sobreposigio da hélice |
da estrutura resolvida por NMR, colorida como na Figura 18, € da hélice | da estrutura gerada

por simulagZio (ar2n)2), no instante final da sua trajetéria, aos 100ns.
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Figura 24. Como na figura anterior, gréfico de RMSD para os dtomos de carbono a dos
residuos de aminoécidos constutuintes da hélice Il, com valores em torno de 1.5 A, A direita,
a sobreposigéio da hélice Il da estrutura resolvida por NMR, colorida como na Figura 18, e da
hélice || da estrutura gerada por simulagZo (laranz), aos 100ns da simulaggio. Os baixos
valores de RMSD (~1.5 /\) mostrados na Figura 23, e nesta, se refletem na sobreposicZo

quase perfeita de ambas as hélices.
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Para analicar a orientagdo das cadeias 1at.e.ria.5 de .F’AﬂZ,. é. meém.aﬂ
sobreposigdo de hélices feita anteriormente fol analisada dquanto a suas cadeias
laterzie (Figura 25). Na sobreposi¢do das hélices | ¢ Il da estrutura experimental
(azul e vermelha respectivamente) e da estrutura simulada (laranja), apenas o
esqueleto de carbonos o de cada hélice é mostrado, como suas cadeias laterais.
Para a maioria dos reslduos de aminoacidos de PA_Z, as cadeias laterais “saem” das
hé]ic¢5 apontando na mesma dire¢Zo e diferem na eua orientagdo a partir dos seus

Zngulos Y.

Figura 25. Sobreposigéio das cadelas laterais dos residuos de aminoécidos de cada hélice,
separadamente como na Figura 22 € 24, porém aqui apenas as cadeias laterais ¢ os
carbonos @ estZo ilustrados para maior clareza da figura. A esquerda, sobreposicsio da hélice
| de 1zdb e de PA_Z, coloridas como na Figura 23, e 2 direita, sobreposicZo da hélice Il, com as
hélices coloridas como na Figura 24. As variagdes de posigBio destas cadelas laterais
ocorrem nos angulos de rotagZo entre oo 4tomos que as compdem, a partir de Yz, € ndio nos
4ngulos que so definidos pela cadeia principal (Y. as cadelas laterais “saem” da cadeia

principal em diregBes congruentes).



Figura 26. Visdo mais detalhada da orientago de uma das cadeias laterals da hélice |,
residuo de fenilalanina, Phe9. A esquerda sobreposigZio do dtomo de carbono dos reslduos da
cadeia principal (RMSD = 1.35 A) ¢ 2 direita, o mesmo residuo, com sobreposicio dos Atomos
constituintes da cadeia lateral (RMSD = 0.07 A), mostrando a diferenca na sua orientagio

a partir apenas do Angulo diedro (2 0 mesmo ocorre nos demals aminoacidos de PA_Z.

P

cadeia principal

Figura 27. As conformagBes das cadeias |aterais, assim como as conformagBes da cadeia
principal, s8o descritas por Angulos de rotag3o interna (&ngulos de torgio), denominados
(chi) 1. Xz. X3 « Cadelas laterais diferentes possuem quantidades de graus de liberdade
diferentes, aqui é mostrada a cadela lateral do resfduos de lisina (Lys26), que encontra-se
ha hélice Il, e possul cinco graus de liverdade de rotag8io. As conformacBes das cadeias
laterais tendem a serem conservadas; residuos homélogos, em protefnas relacionadas, tém
conformagZo similar das cadeias laterais em decorréncia das interages que ocorrem com os

reslduos vizinhos [42].

Posto que a orientagdo das cadeias laterais, e consequentemente as
Interagles entre aminoacidos vizinhos nas hélices, nZio possui diferencas

significativas entre a estrutura experimental — 1zdb, e a que foi gerada pela



simulagZo pela DM, passamos a andlise dos reslduos cémetitL.l.intéls dé volta (t&m)
que conecta as hélices.

Os contatos entre resfduos de aminoacidos constituintes da volta (tur)
tendem a ser menos labeis que os contatos entre as hélices, além de apresentarem
um comportamento quase perfeito de transicBio de dois estados (estado
desenovelado —> estrutura nativa). A formagZio correta destes contatos é essencial
para que motivos estruturaie do tipo alpha-helical-hairpine e three-helix-bundles
atinjam suas estruturas 5uper5@cundéria e tercidrias corretamente, pois as
ligagdes entre estes aminoécidos determinam a orientagZio espacial final das hélices
[17]

A distribuig8o dos angulos diedros phi e psi, no gréfico de Ramachandran, dos
reslduos de aminoicidos constituintes da volta mostra claramente a diferenga

existente entre a estrutura experimental 1zdb e PA_Z (Figuras 28 e 29).

B0 -60 20 -ao a0 =30 20 =] 50 120 B2 180

Figura 28. Gréfico de Ramachandran com a distribuiggo dos residuos de aminodcidos
constituintes da volta (turn) — Asp1d, Prol6, Asnl7, Leul® e Asnl9, da estrutura

experimental 1zdb.
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Figura 29. Grafico de Ramachandran com a distribuicZo dos reslduos de aminoicidos
constituintes da volta (turn) — Aepld, Prol6, Asnl7, Leuld e Asnl9, da estrutura gerada

computacionalmente por simulagZio pela DM, PA_Z.

A acentuada diferenga entre os dngulos @ e y destes reslduos pode ser
responsavel pelos altos valores de RMSD observados quando comparados todos
residuos de aminoécidos dos polipeptideos 1zdb e PA_Z.

Nosso protocolo inicial de predi¢Zo ab initio de estruturas por simulagdo pela
DM apesar de se mostrar eficiente na predigZio de estruturas secundarias corretas
(hélices) e estruturas supersecundérias parcialmente corretas (alpha-hélical-
hairpin), incluindo o empacotamento de cadeias laterais; ainda requer refinamentos
que permitam maior acuracia na predicdo destas estruturas antes que se possa
aplica-lo a polipeptideos maiores ou mesmo proteinas.

A eimilaridade entre as cadeias laterais da estrutura experimental
determinada por NMR e as estruturas obtidas por simulagdo da DM sZo um bom
indicativo de que estamos de fato no caminho correto para a obtengZo de modelos
com menores valores de RMSD e melhor empacotamento dos seus microdominios
(estruturas secundarias).

Avaliagdes mais detalhadas das simulagdes de PA_Z, considerando-se as

variagbes de alguns pardmetros e suas conseqiiéncias na trajetéria dinBmica do



polipeptfdeo estdo em andamento em nosso laboratério e constituem parte de meu

projeto de mestrado.



B, Concluszo

O volume de dados depositados em barncos de dados tais como GenBank e
Frotein Data Bank (Figuras 1 e 3) [43 e 44] vem dobrando de tamanho em média a
cada quinze meses; ¢ como resultado deste fendmeno, computadores e tornaram
indispensaveis nas pesquisas bioldgicas. A bioinformatica é freqlientemente definida
como a aplicagZio de técnicas computacionais para entender e organizar informagdes
relacionadas a macromoléculas bioldgicas [2], sendo ferramenta indispensavel nos
estudos de gendmica estrutural.

Nesta era pbs-gendmica, o entendimento da relaglio entre seqiiércia e
estrutura de pr‘otcfnas tem um papcl crucial, com grande impacto nas pesquisas
genéticas, bioquimicas e farmacéuticas [45, 46 e 47]; além da sua importancia no
maior entendimento das doengas relacionadze a mutagbes pontuais [48] e no
desenho racional de fArmacos assistido por computador.

Enquanto os métodos de modelagem comparativa szo limitados a familias de
proteihas que possuem ao menos uma protefna conhecida, a prediggo ab initio ndo
possui tal limitag3io e é uma ferramenta particularmente (til para caracterizar novas
familias e ou motivos estruturais. Estimativas do New York Structural Genomics
Research Consortium [49] apontam que, para cada nova seqliéncia caracterizada,
em média 100 outras seqliéncias protéicas poderdo ser também modeladas. Estes
valores ilustram e justificam as premissas da gendmica estrutural e do estudo
destas seqiiéncias. Estudos de uma lnica proteina modelo, ou de seus dominios, em
associagso com a predigZo de estruturas irdo contribuir substancialmente para a
caracterizagdo eficiente de grandes conjuntos de macromoléculas, além de prover
importantes informagdes funcionais a partir das estruturas determinadas [50].

Os protocolos de predigZio ab initio de estruturas tridimensionais de proteinas
que estamos testando e padronizando em nosso laboratério pretendem um melhor
entendimento dos processos que regem a formagdo das estruturas

L | e T A
9uper5ecundar|as e terciarias de protema@ para que possamos predlze—las



corretamente. Os resultados aqui apresentados e discutidos indicam que estamos
de fato no caminho correto para atingir este objetivo; os problemas que encontramos
referem-se principalmente as cargas dos aminoacidos dos modelos estudados, e
estdo sendo parcialmente contornados com a adog3o de residuos neutralizados.
Resultados desta mesma metodologia de predigZo de estruturas encontrados na
literatura referem-se apenas a modelos cujos residuos sfo predominantemente
hidrofébicos (n2o carregados) e para modelos protéicos ainda menores [15]; € esses
resultados foram reproduzidos sem maiores problemas em nosso laboratéric.
Andlises das diferentes simulagdes feitas do modelo PA_Z ainda estZo em
andamento no LABIO e fazem parte do projeto de mestrado, assim como estudos de
outros modelos protéicos constituidos por outros motivos estruturais além de alpha
hélices apenas. Simulagdes preliminares de um modelo beta-hairpin  véem
apresentando resultados positivos e serdo retomados no decorrer de 2004. Motivos
estruturais mais complexos, constituidos de associagdes de dominios alpha e beta, o
objetivo maior desta linha de pesquisa, serdo abordados uma vez que tenhamos um
protocolo de simulagdio bem padronizado; algumas simulagBes-teste feitas com um
doe dominios da protelha G de Streptococcus (cédigo PDB ligd) e com a proteina
inibidora de quimiotripsina 2 de cevada (cddigo PDB 3ci2), ambas compostas de
alpha hélices e folhas beta apresentaram resultados iniciais muito promissores e

encorajadores para a continuidade deste trabalho.
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